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RESUMO 
Espécies de Aspergillus são patógenos fúngicos oportunistas responsáveis por altas taxas 
de mortalidade, principalmente em pacientes imunocomprometidos, que se infectam após 
inalação dos conídios presentes no ar. O derivado azólico voriconazol (VRZ) é a primeira 
linha na terapia e o surgimento de isolados de Aspergillus fumigatus resistentes a este e 
outros azólicos está sendo investigado em diversos países. Isolados resistentes 
apresentam mutações no gene cyp51A que codifica a 14α-demetilase, enzima alvo para 
estes compostos. No Hospital de Clínicas da Unicamp muitos pacientes de alto risco estão 
suscetíveis a agentes infecciosos oportunistas como os do gênero Aspergillus. Estudos 
recentes demonstraram que os pacientes podem estar colonizados ou infectados com mais 
de um genótipo de A. fumigatus e ainda que esses podem apresentar diferentes perfis 
frente aos antifúngicos. Análise de microssatélites (STRAF) é útil para estudar a 
epidemiologia molecular de A. fumigatus devido ao seu alto poder discriminatório. Desta 
forma, o acompanhamento do possível surgimento de isolados resistentes e a análise dos 
isolados sequenciais de um mesmo paciente quanto a sua genotipagem se tornam 
importantes. Neste contexto, o presente trabalho buscou estudar a ocorrência e o perfil de 
suscetibilidade de Aspergillus spp. ambientais e clínicos frente aos antifúngicos, além de 
analisar a presença de mutações no gene cyp51A dos isolados de A. fumigatus resistentes 
aos azólicos seguida da genotipagem de A. fumigaus clínicos e ambientais. Duzentos e 
vinte e nove isolados clínicos e 123 isolados ambientais foram estudados. Para a 
identificação de espécies foi realizado sequenciamento de DNA das regiões ITS e β-
tubulina. O perfil de suscetibilidade aos antifúngicos foi avaliado de acordo com o 
documento M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) para 
determinação da concentração efetiva mínima (CEM) para as equinocandinas e 
concentração inibitória mínima (CIM) para os demais. Os antifúngicos avaliados foram 
anfotericina B (AMB) itraconazol (ITZ), voriconazol (VRZ), posaconazol (PSZ), 
micafungina (MCF) e caspofungina (CPF). Isolados clínicos resistentes aos azólicos e 
todos os isolados ambientais de A. fumigatus foram submetidos ao sequenciamento do 
gene cyp51A. A tipagem de A. fumigatus por microssatélites foi realizada por 
sequenciamento dos pares de oligonucleotídeos iniciadores: 2AB, 3AB, 4AB, BDA, 
BDB, BDC e BDD e analisada com auxílio do programa e-Burst v.3. Dez isolados de A. 
fumigatus apresentaram valores elevados de CIM para pelo menos um azólico, mas 
mutações no gene cyp51A relacionadas com resistência não foram observadas. A 
observação mais preocupante foi que valores de CIM de AMB foram elevados (≥2 mg L-
1) em 87% dos pacientes com isolados de Aspergillus flavus e 43% com isolados de A. 
fumigatus. Não foi observada resistência às equinocandinas. Quanto a genotipagem, os 
isolados de A. fumigatus apresentaram elevada diversidade. Seis isolados de 3 pacientes 
foram englobados como parte de um complexo clonal. Estes 6 isolados possuem as já 
conhecidas mutações de ponto F46Y, M127V, N248T, D225E e E427K no gene cyp51A. 
Fazer parte desse complexo clonal significa que os isolados têm a mesma origem clonal, 
mas com 1 a 3 ST de diferença. Os resultados confirmam estudos anteriores que 
mostraram o alto polimorfismo das populações de A. fumigatus. A heterogeneidade dos 
genótipos confirma que um paciente pode estar contaminado ou infectado com diferentes 
isolados e diferentes pacientes podem ser infectados com genótipos diferentes ou, por 
outro lado, com genótipos muito próximos. Neste caso, sugere-se a possibilidade de 
infecção durante internação hospitalar. Dado que a AMB é usada para tratar infecções 
 
 
resistentes aos azólicos, os dados obtidos neste trabalho quanto a este antifúngico 
destacam a necessidade de vigilância contínua para toda a resistência antifúngica de 
Aspergillus spp. a fim de permitir a implementação de estratégias de tratamento corretas 
para o manejo desses patógenos. Nenhuma mutação no gene cyp51A que já tenha sido 
relacionada com resistência foi observada, nem mesmo em isolados resistentes aos 
azólicos, indicando que outros mecanismos podem estar envolvidos. Estudos adicionais 
serão necessários para um maior entendimento da epidemiologia e a heterogeneidade 
desses patógenos, além dos mecanismos envolvidos na resistência não apenas aos 
antifúngicos azólicos mas também frente a AMB e às equinocandinas. 
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ABSTRACT  
Aspergillus spp. are opportunistic fungal pathogens responsible for high mortality rates, 
especially in immunocompromised patients, who become infected after inhalation of 
conidia present in the air. The azole voriconazole (VRZ) is the first line in therapy and 
the emergence of resistant Aspergillus fumigatus isolates to this and other azole has being 
investigated in several countries. Resistant isolates have mutations in the cyp51A gene, 
which encodes 14α-demethylase, the target enzyme for these compounds. In the Hospital 
de Clínicas of Campinas University (HC-Unicamp) many high-risk patients are 
susceptible to opportunistic infectious agents like those of the genus Aspergillus. Recent 
studies have shown that patients may be colonized or infected with more than one A. 
fumigatus genotype and that they may present different susceptibility profiles. 
Microsatellite analysis (STRAF) is useful for studying the molecular epidemiology of A. 
fumigatus due to its high discriminatory power. In this way, monitoring the possible 
emergence of resistant isolates and analyzing the sequential isolates from the same patient 
regarding their genotyping become important. In this context, the present work aimed to 
study the occurrence and the antifungal susceptibility profile of environmental and 
clinical Aspergillus spp., as well as to analyze the presence of cyp51A gene mutations in 
A. fumigatus azoles resistant isolates, followed by genotyping clinical and environmental 
A. fumigatus. Two hundred twenty-nine clinical isolates and 123 environmental isolates 
were studied. For the identification of species, DNA sequencing of the ITS and β-tubulin 
regions was performed. The antifungal susceptibility profile was evaluated according to 
the M38-A2 of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) to determine 
the minimum effective concentration (MEC) for the echinocandins and minimum 
inhibitory concentration (MIC) for the others. The antifungal agents evaluated were 
amphotericin B (AMB) itraconazole (ITZ), voriconazole (VRZ), posaconazole (PSZ), 
micafungin (MCF) and caspofungin (CPF). Clinical azoles resistant A. fumigatus and 
environmental A. fumigatus were submitted to the cyp51A gene sequencing.  A. fumigatus 
isolates were submitted to microsatelites typing (STRAfs 2AB, 3AB, 4AB, BDA, BDB, 
BDC and BDD) to assess if the serially isolates were genetically related and then they 
were analyzed with e-Burst v.3. Ten isolates of A. fumigatus showed high MIC values 
for at least one azole, but mutations in the cyp51A gene related resistance were not 
observed. The most disturbing observation was that the MIC values of AMB were high 
(≥2 mg L-1) in 87% of the patients with Aspergillus flavus isolates and 43% with A. 
fumigatus isolates. No resistance to echinocandins was observed. Regarding to 
genotyping, A. fumigatus showed high diversity. Six isolates of three patients were part 
of a clonal complex. These 6 isolates have the already known point mutations F46Y, 
M127V, N248T, D225E and E427K in the cyp51A gene. Being part of this clonal 
complex means that the isolates have the same clonal origin, but with 1 to 3 STs of 
difference. Our results confirm previous studies showing the high polymorphism of A. 
fumigatus populations. The heterogeneity of the genotypes confirms that a patient may be 
colonized or infected with different isolates and different patients may be infected with 
different or, on the other hand, infected with very close genotypes. These finds suggests 
the possibility of infection during hospitalization. Since AMB is used to treat azole-
resistant infections, the data obtained in the present study highlight the need for 
continuous resistance surveillance in Aspergillus spp. for all important antifungal to 
implement correct treatment strategies for the management of these pathogens. We did 
 
 
not observe any already related resistance mutation in cyp51A gene, not even in those 
azole-resistant isolates, suggesting that other mechanisms may be involved. Further 
studies will be necessary to better understand the epidemiology and heterogeneity of these 
pathogens, as well as the resistance mechanisms involved not only to azole antifungals 
but to AMB and echinocandins. 
 
Keywords: Fungi; Opportunistic Infections; Aspergillus; Aspergillosis;  
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1. Introdução 
1.1 Fungos 
 
O Reino Fungi compreende espécies que habitam praticamente todos os ecossistemas. 
Os fungos existem como organismos unicelulares e multicelulares com diversas 
morfologias.  No reino Fungi existem os fungos filamentosos (bolores), leveduras, fungos 
dimórficos, líquens e diversas formas de cogumelos. Nesse reino existem espécies de vida 
livre ou espécies que vivem em simbiose com outros organismos, como por exemplo, os 
líquens – uma relação harmônica interespécie de fungos e algas. Além disso, algumas 
espécies são parasitas, mantendo relações desfavoráveis com o hospedeiro, ou seja, 
causando doenças a plantas e animais. A maioria das espécies é saprofítica, alimentando-
se de nutrientes em decomposição (1). 
Os fungos estão entre os mais importantes organismos do planeta em uma enorme 
variedade de maneiras. Fungos estão em todos os lugares e estão em grande número - no 
solo e no ar, em lagos, rios e mares, dentro de plantas e animais, em alimentos e roupas e 
no corpo humano. Na natureza, juntamente com bactérias, os fungos são responsáveis por 
degradar a matéria orgânica e liberar carbono, oxigênio, nitrogênio e fósforo no solo e na 
atmosfera (1). Espécies específicas de fungos são essenciais para muitos processos 
domésticos e industriais como, por exemplo, na fabricação de pão, vinho, cerveja e certos 
queijos. Outras espécies de fungos também são utilizadas como alimento, como alguns 
cogumelos, moras e trufas (1). A relevância da utilização dos fungos na medicina foi 
descoberta em 1928, quando o bacteriologista escocês Alexander Fleming observou o 
fungo Penicillium notatum, que crescia em uma placa de cultura da bactéria 
Staphylococcus. Fleming constatou que em torno do fungo, havia um halo claro em que 
nenhuma unidade formadora de colônia de bactéria crescia. Fleming isolou com sucesso 
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a substância desse fungo que inibia o crescimento de bactérias. Em 1929, Fleming 
publicou um trabalho científico anunciando a descoberta da penicilina, a primeira de uma 
série de antibióticos - muitos deles derivados de fungos - que revolucionaram a prática 
médica (2, 3). 
Além da penicilina, diversos medicamentos como antibióticos, antitumorais e até 
mesmo agentes antifúngicos têm sido produzidos a partir de metabólitos obtidos de 
algumas espécies fúngicas. A lovastatina, produzida por espécies de Penicillium, pela 
espécie Aspergillus terreus, além de outras espécies de fungos, tem sido utilizada como 
medicamento para auxiliar na diminuição das taxas de colesterol (4). O antifúngico, 
cilofungina, substância semissintética derivada da modificação química de echinocandina 
B, produzida por espécies de Emericella nidulans/E. rugulosa (5), é um outro exemplo 
de metabólito fúngico utilizado em estudos na indústria farmacêutica. 
Não se sabe ao certo quantas espécies de fungos existem na natureza e, embora 
aproximadamente 100.000 tenham sido descritas, cerca de 1.500.000 diferentes espécies 
podem existir (1). 
 1.2. Infecções fúngicas 
 
Fungos podem infectar seres humanos e causar várias doenças, desde infecções 
superficiais da pele e mucosas até infecções invasivas. Enquanto infecções superficiais 
são comuns e geralmente mais fáceis de tratar, as infecções invasivas têm uma taxa de 
incidência menor, porém são condições muito mais agressivas e frequentemente fatais (6, 
7). 
Infecções fúngicas invasivas (IFI) podem afetar hospedeiros hígidos e hospedeiros 
com algum comprometimento no sistema imunológico. Estes últimos sendo 
frequentemente afetados por infecções causadas por agentes oportunistas. IFI são 
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infecções de difícil manejo, exigem altas doses de antifúngicos e tratamentos de longa 
duração, podendo promover resistência de alguns fungos a diferentes compostos. Os 
agentes etiológicos envolvidos nessas infecções englobam leveduras, fungos 
filamentosos e fungos dimórficos (8).  
O número de IFI tem aumentado, como resultado do aumento da quantidade de 
indivíduos suscetíveis (6, 8, 9). Quantificar a taxa global das doenças fúngicas é um 
grande desafio. Essas infecções são muitas vezes de difícil diagnóstico por se 
manifestarem com sintomas inespecíficos e nem sempre serem a primeira suspeita clínica 
(7).  
Estudos globais recentes reportam que ocorram anualmente cerca de 3.000.000 de 
casos de aspergilose pulmonar crônica, 700.000 casos de candidíase invasiva, 500.000 
casos de pneumonia por Pneumocystis jirovecii,  250.000 casos de aspergilose invasiva, 
100.000 casos de histoplasmose disseminada, mais de 10.000.000 de casos de asma 
fúngica 1.000.000 de casos de queratite fúngica (7, 10). São estimados ainda um 
1.000.000 de casos de criptococose associados ao HIV em todo o mundo anualmente, 
com cerca de 600.000 mortes (11). 
Embora as infecções fúngicas contribuam substancialmente para a morbidade e 
mortalidade humana, com uma taxa de mortalidade de, aproximadamente, um milhão e 
meio de pessoas por ano (6, 10), o impacto dessas doenças na saúde humana não é 
completamente conhecido (9). 
Doenças tropicais negligenciadas são uma série diversificada de doenças 
endêmicas que prevalecem em climas subtropicais e tropicais em todo o mundo. São 
doenças infecciosas que geralmente afetam indivíduos de baixa renda em países da Ásia, 
África e América Latina. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), uma 
alta prevalência dessas infecções está associada a pobreza. Essas infecções são 
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observadas, muitas vezes, em pessoas que vivem em áreas rurais remotas, favelas urbanas 
ou zonas de conflito, entre outras condições desvantajosas. Embora algum progresso 
tenha sido observado para algumas dessas infecções, muitas dessas doenças não estão no 
radar das políticas de saúde pública, em contraste com outras doenças. A OMS e outras 
organizações internacionais como o projeto G-FINDER reconhecem vários helmintos, 
protozoários, bactérias e vírus como sendo infecções negligenciadas, mas a maioria das 
infecções por fungos ainda não atingiu esse status (12).  
No entanto, em 2016, o micetoma foi incluído como a única doença fúngica na 
lista da OMS (13) e mais tarde, em 2017, a cromoblastomicose foi adicionada (14). A 
taxa e o impacto médico das doenças fúngicas são amplamente desconhecidos e, muitas 
vezes, subestimados, especialmente para as micoses endêmicas (12). Fazer parte da lista 
de doenças negligenciadas da OMS é importante para garantir uma maior visibilidade 
dessas infecções, para que assim mais políticas públicas sejam realizadas para o combate 
das infecções fúngicas, bem como para a profilaxia das mesmas. O diagnóstico precoce 
com testes simples e rápidos não está disponível para a maior parte dos pacientes (12).  
A aspergilose, causada por espécies de Aspergillus – micro-organismos alvo do 
presente trabalho, afeta, principalmente, indivíduos com algum dano no sistema 
imunológico. Ou seja, não se trata de uma infecção que acomete mais indivíduos de baixa 
renda. Mesmo assim, cabe considerar que, quanto maior o número de doenças fúngicas 
constarem na lista da OMS, maior a visibilidade e conscientização para as demais 
infecções fúngicas, pois políticas de prevenção, diagnóstico rápido e terapia são 
urgentemente necessários. Além disso, mais estudos de vigilância e epidemiologia são 
necessários para o conhecimento dessas infecções. 
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 No Brasil, como em outras partes do mundo, é difícil avaliar a real situação da 
incidência de cada micose sistêmica, pois a notificação dessas infecções não é obrigatória 
no sistema de saúde brasileiro. Assim, IFI são subnotificadas em todo o país (15, 16). 
 1.3. O gênero Aspergillus 
O gênero Aspergillus é, indiscutivelmente, o gênero de fungos mais bem estudado 
por causa de seu significado médico, ecológico e econômico. Nesse gênero, já foram 
identificadas mais de 300 espécies (17).  Espécies de Aspergillus são utilizadas em 
diversos processos nas indústrias alimentícia, farmacêutica e na produção de enzimas e 
ácidos orgânicos como amilase e o ácido cítrico.  
O sucesso de adaptação das espécies desse gênero pode ser explicado pelo fato de 
esses micro-organismos não serem seletivos no que diz respeito às suas condições de 
crescimento, pois podem degradar uma ampla variedade de moléculas orgânicas e 
crescem em ampla faixa de temperatura. Além disso, espécies de Aspergillus produzem 
um elevado número de conídios – estruturas de reprodução assexuada, que são dispersos 
no ar e podem percorrer longas distâncias (18).  
1.3.1. Histórico  
O gênero Aspergillus foi um dos primeiros gêneros de fungos a ser nomeado. A 
primeira descrição de Aspergillus spp. foi feita pelo Padre italiano Pier Antonio Micheli, 
em 1729. Ao ver as estruturas do micro-organismo ao microscópio, o clérigo julgou as 
mesmas como sendo semelhantes a uma ferramenta utilizada para aspergir água benta 
(borrifador), o aspersório (do latim, aspergillum, Figura 1) (19) . Em 1768, o médico e 
naturalista suíço Albrecht Von Haller valida o gênero e, em 1832, o micologista e 
botânico suéco Elias Magnus Fries sanciona o nome genérico Aspergillus (17). 
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Figura 1: Aspergillum (do latim: aspergere, "para dispersar"), um dispositivo usado para 
borrifar água benta durante um serviço litúrgico. Fotografia de Davide Borgonovo. 
Etymologia: Aspergillus. Emerging Infectious Diseases. 2006;12(3):415. 
 
Em 1926, Thom e Church reuniram todas as informações disponíveis sobre as 
características do gênero Aspergillus em uma monografia (20). Em 1965, Raper e Fennell 
expandiram esse trabalho adicionando muitas novas espécies e fornecendo descrições das 
espécies classificadas em 18 grupos informais (21). Em 1985, Gams e colaboradores 
revisaram os grupos e os atribuíram a 18 seções como um estatuto taxonômico formal 
(Gams et al., 1985) (22). Atualmente, existem aproximadamente 300 espécies descritas 
(17). 
A aspergilose pulmonar crônica (APC) foi reconhecida pela primeira vez como 
uma condição fatal em 1842 no Reino Unido. A primeira descrição radiológica de 
aspergiloma foi realizada na França, em 1938. O primeiro paciente tratado com 
anfotericina B recebeu o medicamento em 1957 em um caso de APC pós tuberculose. Em 
meados do século 20, ocorreram muitos relatos clínicos de aspergiloma. A aspergilose foi 
primeiramente "classificada" em 1959, com o termo "micetoma", termo que agora se 
refere a uma infecção fúngica subcutânea causada por uma variedade de micro-
organismos (23).  
26 
 
Hinson et al. (24), no Reino Unido, relataram os primeiros casos de aspergilose 
broncopulmonar alérgica (ABPA) em três pacientes adultos, em 1952. O primeiro 
paciente pediátrico também foi relatado no Reino Unido em 1959 – um menino de 15 
anos (25). 
A aspergilose pulmonar invasiva (API) acomete, principalmente, indivíduos 
altamente imunocomprometidos. Nas últimas décadas, o avanço da medicina vem 
contribuindo para o aumento dos casos de API. As múltiplas opções terapêuticas para 
pacientes portadores de doenças malignas - como os vários regimes de quimioterapia e o 
crescente número de transplantes de órgãos sólidos ou transplantes de células 
hematopoiéticas - assim como o aumento da sobrevida dos pacientes com doenças 
genéticas e doenças autoimunes, têm contribuído para o aumento do número de 
hospedeiros suscetíveis a infecções oportunistas, como a aspergilose invasiva (26). 
1.3.2. Características do gênero Aspergillus 
As espécies de Aspergillus, taxonomicamente, estão incluídas no Reino: Fungi; 
Filo: Ascomycota; Classe: Eurotiomycetes; Ordem: Eurotiales; Família: 
Trichocomaceae; Género: Aspergillus (27). 
Aspergillus spp. são fungos filamentosos hialinos de hifas septadas e ramificadas 
dicotomicamente (ângulo de 45º). Os conidióforos (corpos de frutificação, que podem ter 
parede lisa ou rugosa) partem de uma célula base em haste simples, com formação 
vesicular na extremidade, de onde emergem métula e fíalide. As fiálides, que possuem 
forma de balão ou cilíndricas, podem ser uni ou multisseriadas, partem da superfície da 
métula presente na vesícula, no ápice do conidióforo. Os conídios, que emergem das 
fiálides, variam de globosos, oblongos à forma elíptica e podem ter parede lisa ou rugosa 
(27, 28). 
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Macroscopicamente, as colônias se apresentam inicialmente de cor branca, 
posteriormente passando a verde, amarela, castanha ou negra, dependendo da espécie 
(Figura 2). Possuem inicialmente uma textura algodonosa ou aveludada tornando-se 
pulverulenta com a produção de conídios. Dentre as principais espécies, Aspergillus 
fumigatus e espécies muito próximas se apresentam geralmente de cor azul esverdeado. 
Já as espécies do complexo Aspergillus flavus apresentam coloração variando do amarelo 
ao verde claro. Aspergillus niger, e suas espécies próximas possuem colônias negras, 
variando em intensidade. As espécies do complexo Aspergillus terreus variam de bege a 
marrom claro (28). 
1.3.3. Espécies 
O gênero Aspergillus inclui patógenos de distribuição cosmopolitas e são 
responsáveis por uma das mais altas taxas de mortalidade entre os pacientes com 
infecções fúngicas. Das muitas espécies de Aspergillus  que já foram descritas (17), cerca 
de 30 espécies foram associadas a infecções em seres humanos. O gênero Aspergillus está 
dividido em oito subgêneros que, por sua vez, são subdivididos em várias seções que 
incluem uma grande variedade de espécies estreitamente relacionadas, formando os 
complexos (17).  
A principal espécie causadora de aspergilose é A. fumigatus (29), seguida de A. 
flavus (30), A. niger e A. terreus (31-33) (Figura 2). Em países como a Índia, Arábia 
Saudita, Sudão e Taiwan, com condições meteorológicas semiáridas, áridas e tropicais, 
A. flavus é o principal agente etiológico da aspergilose, incluindo aspergilose invasiva 
(30, 34-36). Essa espécie também é conhecida por causar contaminação ambiental por 
aflatoxinas em culturas como milho, algodão, amêndoa, pistache e amendoim. Essa 
contaminação causa danos econômicos substanciais em todo o mundo, pois o consumo 
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de alimentos contaminados com aflatoxina pode causar cirrose, câncer de fígado, 
insuficiência cardíaca, imunidade reduzida, redução de peso e / ou morte rápida (37-40).  
 Figura 2: Macro e micromorfologia de Aspergillus spp: A. fumigatus (a-b), A. 
flavus (c-d), A. niger (e-f) e A. terreus (g-h). 
 
1.3.4. Ecologia 
A ecologia de espécies de Aspergillus revela que não há um nicho específico para 
isolamento desses fungos. A exposição humana a espécies desse gênero ubíquo é muito 
comum, pois esses fungos têm sido isolados nos mais diversos locais (41). 
Solo, ar, água, alimentos, material orgânico em decomposição, entre outros, são 
fontes saprofíticas de espécies de Aspergillus em ambientes rurais e urbanos. Espécies de 
Aspergillus também são encontrados em ambientes internos (superfícies de edifícios, ar, 
eletrodomésticos, etc.), na água potável e na poeira desses ambientes. As diversas 
espécies que compõem o gênero são capazes de utilizar uma grande variedade de 
substratos orgânicos e adaptar-se bem a uma ampla gama de condições ambientais. Eles 
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produzem conídios assexuados que se tornam facilmente dispersos no ar e são altamente 
tolerantes ao estresse e podem produzir ascosporos sexuais persistentes no meio ambiente 
(41, 42).  
Conídios de Aspergillus spp. são componentes comuns de aerossóis onde eles 
percorrem correntes de ar, dispersando-se tanto em distâncias curtas quanto longas. 
Quando os conídios entram em contato com uma superfície sólida ou líquida, se as 
condições de temperatura e umidade forem adequadas, eles germinam (43).  Conídios de 
espécies de Aspergillus estão entre as células microbianas com maior longevidade; 
maiores tolerâncias ao calor, pressão; e capacidade de germinar na menor atividade da 
água. Por exemplo, os conídios de espécies de Aspergillus (mais comumente envolvidas 
na infecção por aspergilose) podem sobreviver por 60 anos ou mais (44) e algumas 
estruturas de A. fumigatus (ascosporos) sobrevivem à temperaturas de 85°C (42). No ciclo 
saprofítico, os conídios liberados de conidióforos são prontamente dispersos no meio 
ambiente. Os conídios permanecem dormentes até encontrar as condições ambientais que 
permitem a ativação de seu metabolismo. Uma vez metabolicamente ativos, os conídios 
incham e germinam em filamentos de hifas que crescem no micélio, formando estruturas 
frutíferas, os conidióforos (27, 44). 
A capacidade de se dispersar globalmente no ar e crescer em quase qualquer lugar 
quando houver nutrientes e água disponíveis faz com que ‘ubíquo’ seja um dos adjetivos 
mais utilizados para descrever o gênero (44). A. fumigatus é a mais ubíqua das espécies 
de Aspergillus devido à sua capacidade superior de sobreviver e crescer em uma ampla 
gama de condições ambientais em comparação com outras espécies. A natureza universal 
de A. fumigatus também é em parte por sua capacidade de produzir metabolitos 
secundários potentes e abundantes bombas de efluxo que servem como sistemas de defesa 
(44). 
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Devida a alta capacidade de dispersão dos conídios, padrões para o ambiente 
hospitalar para pacientes imunossuprimidos, sejam eles adultos ou crianças, requerem 
atenção especial (45). Os pacientes precisam ser afastados de construção ou obras de 
renovação e vasos de plantas e flores nas enfermarias e nos quartos (46). Trabalhos 
publicados recomendam acomodar pacientes em quartos hospitalares especiais com 
pressão de ar positiva e filtros High Efficiency Particulate Arrestance (Hepa) ou fluxo de 
ar laminar (47, 48). Filtros para abastecimento de água, especialmente chuveiros, são 
também recomendados (49, 50). Não existem dados disponíveis para apoiar a 
amostragem de ar ambiental regular para prevenir infecções. No entanto, a amostragem 
interna é aconselhável para monitorar a eficácia dos filtros (45). 
 1.4. A aspergilose 
A apresentação clínica da doença causada por espécies de Aspergillus é 
determinada pela interação entre o micro-organismo e o hospedeiro. Ou seja, as 
manifestações clínicas são determinadas pela resposta imune do mesmo e, classicamente, 
são definidas como: alérgica, crônica e invasiva (51). O isolamento do micro-organismo 
em secreções respiratórias de hospedeiros hígidos geralmente reflete colonização, e não 
infecção. No entanto, a resposta imune exacerbada também pode causar complicações ao 
hospedeiro (51).Os pacientes se infectam após inalação dos conídios presentes no ar e 
esses podem penetrar nos alvéolos e se não forem removidos pelo organismo, podem 
germinar e proliferar, fazendo com que ocorra a forma invasiva de aspergilose (52). 
As infecções pelas espécies de Aspergillus causam um largo espectro de doenças 
no ser humano. As várias formas de aspergilose devem ser vistas como um espectro 
contínuo de doença, podendo uma forma clínica evoluir para outra, dependendo, além de 
outros fatores, do grau de imunodeficiência do hospedeiro (53, 54). 
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Estudos recentes vêm demonstrando que em colonizações e infecções por A. 
fumigatus pode não ser isolado um único genótipo desse patógeno (55). Técnicas como a 
de microssatélites permitem que esses isolados sejam caracterizados quanto sua origem 
clonal. Essa informação é de extrema importância para todos os tipos de infecções 
causadas por A. fumigatus, pois em um único paciente diversos isolados com diferentes 
origens clonais podem ser encontrados, sendo que as suscetibilidades frente aos agentes 
antifúngicos também podem ser diferentes, podendo em um mesmo paciente serem 
encontrados isolados suscetíveis e isolados resistentes (56).  
A genotipagem molecular pode oferecer uma compreensão mais profunda do 
padrão de colonização e infecção em pacientes permitindo avaliar também a relação entre 
isolados ambientais e isolados clínicos. A maioria desses estudos se concentra em A. 
fumigatus por ser a espécie clinicamente mais importante, porém a genotipagem de outras 
espécies, como A. flavus, por exemplo, também vem sendo descrita (57). 
1.4.1. Formas de aspergilose 
1.4.1.1. Aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA)  
Essa condição é caracterizada por alergia aos conídios de Aspergillus spp., ou seja, 
é uma resposta mediada por múltiplos antígenos expressados, principalmente, por A. 
fumigatus que coloniza a mucosa brônquica de indivíduos com asma, o que pode levar a 
danos permanentes das vias aéreas (58). 
A ABPA ocorre quase exclusivamente em pacientes com asma ou indivíduos com 
fibrose cística (FC), onde a sensibilização fúngica provoca uma resposta de 
hipersensibilidade caracterizada por elevação das imunoglobulinas totais séricas (Ig) e 
aumento das imunoglobulinas específicas (IgE e IgG). Estima-se que a ABPA ocorra em 
2,5% dos pacientes com asma. É importante estabelecer o diagnóstico de ABPA porque 
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a terapia reduz a morbidade e complicações que podem levar a danos pulmonares 
permanentes (58, 59). 
A ABPA em pacientes com fibrose cística apresenta sintomas muito parecidos 
àqueles da asma. A colonização nesses pacientes desencadeia respostas imunes vigorosas, 
conduzindo a exacerbações frequentes e recorrentes de asma. Com o tempo, as reações 
imunes, associadas aos efeitos tóxicos diretos do fungo, acarretam lesão das vias 
respiratórias, com dilatação e bronquiectasia (58). 
1.4.1.2. Aspergilose no paciente com Fibrose Cística 
A fibrose cística (FC), é uma doença autossômica recessiva, que pode se 
apresentar em diferentes fenótipos e é mais frequente entre as pessoas caucasianas (60, 
61). Essa doença congênita é devida a um defeito na proteína reguladora da condutância 
transmembrana na fibrose cística. A função dessa proteína é a secreção de íons de cloro 
em glândulas exócrinas. Devido à falta de íons de cloro, as secreções têm a viscosidade 
aumentada, o que traz inúmeras consequências, levando a doença em diversos órgãos. 
Essa condição prejudica, principalmente, os pulmões, fazendo com que os mesmos sejam 
altamente vulneráveis a infecções respiratórias que promovem a inflamação e a 
remodelação das vias aéreas (62). 
As complicações respiratórias são as principais causas de mortalidade e 
morbidade na FC (63). Diversos micro-organismos podem causar a colonização e/ou 
infecção no pulmão desses pacientes, sendo os patógenos fúngicos mais comumente 
isolados de Aspergillus spp., principalmente A. fumigatus (64, 65). Tem sido relatada a 
associação da colonização por A. fumigatus com o maior risco de declínio da função 
pulmonar e, em pacientes com infecção causada por A. fumigatus, existe a associação 
com o aumento do risco de exacerbações pulmonares que requerem hospitalização. A 
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infecção persistente de A. fumigatus é um fator de risco independente para admissões 
hospitalares em pacientes com FC (66, 67). 
1.4.1.3. Aspergilose pulmonar crônica 
A aspergilose pulmonar crônica (APC) é uma doença rara que pode complicar 
outras doenças respiratórias adjacentes, geralmente com curso progressivo. APC 
usualmente acomete indivíduos aparentemente imunocompetentes, geralmente com uma 
condição pulmonar pré-existente, embora cerca de 5% dos casos não apresentam 
problema pulmonar ou doença sistêmica subjacente (68). Alguns fatores estão implicados 
na origem da APC: infecção micobacteriana prévia, enfisema, sarcoidose, câncer de 
pulmão, cirurgia torácica, fibrose dos lobos superiores, infecção por Legionella spp., 
declínios sutis na imunidade, corticosteroides, diabetes mellitus, desnutrição, aids, uso de 
álcool e drogas (68, 69). 
Existem três principais formas de APC: aspergiloma simples, aspergilose 
pulmonar cavitária crônica (APCC) e nódulo de Aspergillus spp. (70). Estima-se que 
existam 3 milhões de pacientes com APC em todo o mundo (6). A forma mais comum da 
aspergilose pulmonar crônica é a APCC. Sem o tratamento adequado, a APCC pode 
progredir para a aspergilose pulmonar fibrosante crônica. A APCC caracteriza-se por 
formação e progressão da cavidade e está associada a morbidade e mortalidade 
significativas em contraste com aspergiloma simples (71). 
O aspergiloma é uma manifestação clínica tardia formada em uma cavidade onde 
ocorre o crescimento fúngico. Essa condição é também chamada de bola fúngica, sendo 
incomum que a mesma seja causada por qualquer outro fungo, que não os pertencentes 
ao gênero Aspergillus. O aspergiloma pulmonar resulta da colonização de uma lesão 
pulmonar pré-existente (normalmente cavidade pós tuberculose), pelo micro-organismo 
e é geralmente curada por remoção cirúrgica (72). 
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1.4.1.4. Aspergilose invasiva (AI) 
A doença invasiva é a forma mais severa de aspergilose e desenvolve-se em 
pacientes gravemente imunocomprometidos, especialmente aqueles com neutropenia. A 
quimioterapia para o tratamento do câncer visa células cancerosas e células que se 
dividem rapidamente, como os neutrófilos, que têm um papel importante na defesa do 
hospedeiro contra AI. Para realizar transplantes de células estaminais hematopoiéticas 
para o tratamento de doenças hematológicas malignas, são utilizadas altas doses de 
quimioterapia. Tais doses destroem a capacidade da medula óssea de produzir células 
cancerosas, mas também de produzir novas células estaminais hematopoiéticas, causando 
neutropenia (73). Esta terapia resulta em um sistema imunológico fraco e ineficaz, 
causando eliminação deficiente dos conídios inalados, especialmente os de A. fumigatus 
(74). 
Apesar de acometer mais indivíduos neutropênicos, a AI é cada vez mais 
frequente em hospedeiros não neutropênicos, incluindo os pacientes receptores de 
transplante de órgãos sólidos – que recebem altas doses de medicamentos anti-rejeição, 
pacientes criticamente doentes em uso de antibacterianos de amplo espectro e pacientes 
com doenças autoimunes em uso de medicamentos imunossupressores como os 
corticosteroides (74). 
1.4.1.4.1. Aspectos celulares da aspergilose invasiva 
Como supracitado, a aspergilose em suas diversas manifestações, é uma doença 
infecciosa complexa que representa um desafio diagnóstico e terapêutico. As estruturas 
infectantes desse micro-organismo são os conídios. Os conídios de A. fumigatus são mais 
hidrofóbicos do que os produzidos por outras espécies e dispersam mais facilmente. Seres 
humanos inalam centenas dessas estruturas que são capazes de alcançar o trato 
respiratório inferior devido às suas dimensões físicas, com diâmetros de 2-3 μm (75). O 
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movimento mucociliar normalmente funciona como um mecanismo para eliminar as 
partículas inaladas que ficam presas na barreira epitelial do trato respiratório superior e 
este mecanismo resulta eficientemente na depuração de conídios (76). Assim, cílios nas 
células epiteliais das vias aéreas e macrófagos alveolares residentes removem conídios 
inalados. No entanto, os elementos fúngicos podem persistir no caso de insuficiência de 
remoção mucociliar, como é o caso de fibrose cística ou pacientes com asma, causando 
respostas imunes alérgicas devido a colonização fúngica prolongada, desencadeando 
eventos inflamatórios (76). 
Uma fração de conídios inalados pode chegar até os alvéolos, onde podem ser 
confrontados com células epiteliais, células residentes e células efetoras da imunidade 
inata representadas principalmente pelos fagócitos (neutrófilos, monócitos e macrófagos), 
células dendríticas e células natural killer (NK) (77, 78). Neste estágio, a 
imunossupressão desempenha um papel crucial na determinação do resultado do contato 
patógeno-hospedeiro. Na ausência de uma resposta imune adequada, os conídios de 
Aspergillus spp. passarão por uma transição morfológica até a germinação e, 
eventualmente, extensão de hifas. Uma vez germinadas, as hifas de A. fumigatus entram 
em contato com as células epiteliais alveolares e passam a invadir o tecido hospedeiro, 
podendo evoluir para disseminação sistêmica (79).  
A AI geralmente começa com a invasão dos vasos sanguíneos; sua obstrução, 
formando trombo causado pelo micélio, bem como com infartos hemorrágicos, que são 
muito característicos deste tipo de infecção. A zona infartada compreende a região de 
necrose isquêmica causada pelo bloqueio dos vasos sanguíneos. Hifas do micro-
organismo são vistas em cortes de tecidos necróticos. A disseminação hematogênica pode 
envolver cérebro, coração, rins e mucosas do trato gastrointestinal. 
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Resumidamente, a imunidade inata, apoiada por componentes humorais e 
mecanismos adaptativos, assegura a depuração efetiva de elementos fúngicos inalados, 
evitando que as centenas de estruturas inaladas diariamente evoluam para um quadro de 
infecção (80). 
 
1.4.2. Epidemiologia  
As doenças fúngicas levam a morte mais de 1,5 milhão de indivíduos e afetam mais 
de um bilhão de pessoas (6, 7). No entanto, essas infecções ainda são um assunto 
negligenciado pelas autoridades de saúde pública, embora a maioria das mortes por 
infecções fúngicas sejam evitáveis. Características socioeconômicas, geo-ecológicas e o 
crescente número de populações de risco são os principais determinantes das variações 
na incidência e prevalência de doenças fúngicas em todo o mundo (10).  
O diagnóstico exato e precoce permite uma terapia antifúngica imediata. No 
entanto, o diagnóstico, muitas vezes, é lento ou indisponível, causando a morte, doença 
crônica grave e sequelas (10).  
Estimativas recentes relatam como sendo de 3.000.000 de casos de aspergilose 
pulmonar crônica, 6.675 casos de ABPA em pacientes fibrocísticos, 6.500.000 casos de 
asma severa causada por sensibilidade a Aspergillus spp. e 4.800.000 de casos de ABPA, 
em pacientes asmáticos, a taxa global de cada uma dessas formas de aspergilose (10). A 
AI é uma doença fúngica grave e agressiva que ocorre em hospedeiros profundamente 
imunocomprometidos. A incidência global de aspergilose invasiva tem sido relatada 
como sendo de cerca de 250.000 casos, com mortalidade associada variando entre 30-
80% (81). No entanto, este dado foi recentemente atualizado como sendo superior a 
300.000 casos (10, 82). 
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As infecções fúngicas humanas são prevalentes no Brasil, no entanto, essas 
condições não são consideradas doenças de notificação obrigatória. Trabalho de 
Giacomazzi e colaboradores (8) estimou a taxa de doenças fúngicas graves em um ano 
no Brasil, com base em dados disponíveis e literatura publicada. Os dados foram 
coletados do Departamento de Informática do Sistema Único de Saúde (Datasus). Para 
doenças fúngicas para as quais nenhum dado oficial estava disponível, os pressupostos de 
frequências foram feitos através da estimativa com base na literatura. O estudo mostrou 
que cerca de 1.000.000 de pessoas sofrem de algum tipo de aspergilose anualmente no 
Brasil, sendo 8.664 casos de AI, 12.032 casos de APC, 390.486 casos de ABPA e 599.283 
casos de asma severa causada por sensibilidade a Aspergillus spp..  
1.4.3. Diagnóstico clínico 
O manejo efetivo de IFI depende de vários fatores como dados epidemiológicos, 
fatores de risco envolvidos em cada caso e, principalmente, o diagnóstico precoce para 
que o tratamento ideal seja empregado. (45, 83). O diagnóstico clínico das mais variadas 
formas de aspergilose representa um grande desafio para a medicina por diversas razões: 
natureza inespecífica das apresentações clínicas; escassez de ensaios sensíveis e acurados 
de diagnóstico precoce e o fato de que só é possível isolar o patógeno envolvido na 
infecção em raros casos (84-86). 
Os critérios mais importantes de diagnóstico de aspergilose, principalmente AI, 
são: evidências clínicas e radiológicas de infeção de trato respiratório baixo; avaliação da 
microscopia direta a partir de material clínico; cultivo do micro-organismo; ou evidência 
imunológica, sorológica e/ou molecular do antígeno fúngico em hospedeiros com febre e 
neutropenia; e evidências histopatológicas de infecção (83). No entanto, pacientes são 
muitas vezes submetidos a tratamentos empíricos mesmo sem a confirmação da infecção. 
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1.4.4.  Diagnóstico laboratorial 
1.4.4.1. Métodos fenotípicos de identificação de espécies fúngicas  
O diagnóstico laboratorial clássico da aspergilose inclui o exame microscópico 
direto de amostras clínicas, a demonstração de fungos em cortes de tecido por meio de 
análises histopatológicas e o cultivo e identificação fenotípica do agente etiológico. No 
entanto, essas abordagens não são frequentemente sensíveis e específicas o suficiente para 
o diagnóstico definitivo da infecção (86). A acurácia dependerá, além do micro-
organismo em questão, da obtenção de amostras biológicas, o que muitas vezes não é 
possível por causa da condição do paciente. Cabe destacar que a cultura, embora 
considerada o padrão-ouro no diagnóstico das micoses, é, muitas vezes, lenta e de 
sensibilidade baixa (86). 
Além disso, metodologias usadas rotineiramente no diagnóstico laboratorial das 
micoses, baseadas na identificação fenotípica dos agentes etiológicos destas infecções, 
geralmente se limitam à detecção dos micro-organismos em pacientes em um estágio já 
avançado da doença. O gerenciamento de IFI requer um diagnóstico preciso, mas 
infelizmente as ferramentas de diagnóstico modernas no laboratório de micologia são 
escassas na maior parte dos laboratórios do mundo (87).  
1.4.4.2. Biomarcadores no diagnóstico de aspergilose invasiva 
A cultura de Aspergillus spp. em combinação com a demonstração histopatológica 
da invasão de hifas no tecido fornece evidência definitiva de AI (83). No entanto, a 
biópsia frequentemente não é viável devido aos riscos de complicações em pacientes 
críticos. Desta forma, a utilização de métodos não-invasivos se destaca como uma 
importante ferramenta para o diagnóstico das micoses invasivas, inclusive a AI (45, 88). 
A parede celular de fungos como Aspergillus spp. apresenta componentes como 
galactomanana (GM, específica de Aspergillus spp.) e β-(1→3) - D-glucana (BDG, 
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comum a diversas espécies de fungos). Esses polissacarídeos podem ser utilizados para o 
diagnóstico de infecções fúngicas invasivas, pois estes antígenos circulantes podem ser 
detectados no soro ou em lavado brônquico em uma fase inicial da infecção e antes do 
surgimento dos sintomas clínicos (89, 90). 
Os testes para a detecção de GM (Bio-Rad Platelia™ Aspergillus) e BDG 
(Fungitell®) são procedimentos mais rápidos que os métodos tradicionais, sendo opções 
uteis para o diagnóstico precoce da AI. A presença desses antígenos também pode ser 
utilizada para monitorar a resposta dos pacientes ao tratamento com agentes antifúngicos. 
No entanto, a sensibilidade e especificidade desses biomarcadores fúngicos não são 
ótimas e observam-se variações entre populações de pacientes (91). Estes testes ainda 
possuem muitos interferentes e testes com resultados falsos positivos e falsos negativos 
já foram relatados na literatura podendo obscurecer o correto diagnóstico e prejudicando 
assim o manejo correto do paciente. Além disso, os kits disponíveis para detecção desses 
marcadores possuem elevado custo e apenas alguns grandes centros contam com essas 
opções (92, 93). 
Estudos têm demonstrado que a triagem de pacientes hematológicos de alto risco 
com a utilização da combinação de detecção de GM e método molecular, melhora a 
precisão do diagnóstico e está associada ao diagnóstico precoce (94, 95). 
1.4.4.3. Identificação molecular de espécies de Aspergillus 
Devido à grande importância de espécies de Aspergillus como patógenos 
humanos, diferentes grupos de pesquisa desenvolveram e estão desenvolvendo diversas 
técnicas moleculares de identificação e genotipagem (96, 97). As ferramentas 
moleculares apresentam elevadas sensibilidade e especificidade na detecção, permitindo 
resolver as limitações do diagnóstico convencional (98, 99). Dessa forma, essas 
ferramentas podem ser empregadas tanto no diagnóstico a partir de amostras clínicas (45, 
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95), como na identificação das espécies, na busca por mecanismos de resistência aos 
antifúngicos e na tipagem para epidemiologia molecular desses micro-organismos (97).  
A reação em cadeia da polimerase (PCR) tem sido essencial para o 
desenvolvimento de técnicas moleculares para identificação e genotipagem de espécies 
de fungos, incluindo espécies de Aspergillus. O sequenciamento de ácidos nucléicos 
tornou-se uma importante metodologia na identificação molecular de micro-organismos, 
sendo útil para identificação de bactérias, micobactérias, protozoários, vírus, fungos, 
entre outros (100). O sequenciamento da região Internal Transcribed Spacer (ITS) é 
muito utilizado para identificação de fungos. Essa região foi considerada o “código de 
barras” para fungos (101). A International Society for Human and Animal Mycology-
sponsored Aspergillus Working Group tem recomendado o método de sequenciamento 
com a utilização da região do DNA ribossomal ITS para a identificação molecular de 
gênero. Para a identificação de espécies, o sequenciamento da região codificadora da 
proteína ß-tubulina e, quando necessário, o gene da calmodulina devem ser realizados 
(96, 102, 103). 
Atualmente, a posição precisa de uma espécie dentro de um complexo de espécies 
requer sequenciamento de DNA ou outros métodos de biologia molecular. A identificação 
correta e confiável das espécies é de extrema importância para o tratamento e manejo de 
cada paciente e para o desenvolvimento de políticas de controle de infecção (96, 102, 
104). Espécies de Aspergillus apresentam variação na suscetibilidade inata frente aos 
agentes antifúngicos. Espécies pertencentes ao complexo A. terreus, por exemplo, são 
naturalmente resistentes ao antifúngico poliênico anfotericina B (105). 
Como citado anteriormente, as espécies mais comumente envolvidas na 
aspergilose são A. fumigatus, A. flavus, A. niger e A. terreus. No entanto, na última 
década, estudos têm apontado para uma mudança na etiologia da aspergilose e ressaltam 
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o surgimento de espécies crípticas e raras de Aspergillus em vários contextos clínicos (29, 
106-109). Este novo perfil está principalmente ligado à aplicação da análise de sequências 
multilocus de DNA, levando à descrição de espécies "crípticas", ou seja, espécies que são 
fenotipicamente muito próximas, que eram anteriormente desconhecidas e só podem ser 
diferenciadas a partir de sequenciamento de DNA (103, 107, 110). 
Com a introdução da identificação molecular, foi possível perceber que vários 
fungos identificados morfologicamente como A. fumigatus, por exemplo, estão agora 
sendo classificados como subespécies, assim, sendo possível fazer a diferenciação entre 
eles. Esses fungos macroscopicamente idênticos ao A. fumigatus estão dentro da seção 
Fumigati que compreende subespécies como: Aspergillus lentulus, Aspergillus felis, 
Aspergillus viridinutans e Aspergillus frankstonensis (29, 111-113). 
A diferenciação entre A. lentulus e A. fumigatus, realizada com base em 
características morfológicas, é impossível, pois ambas as espécies são morfologicamente 
idênticas (104). Essas duas espécies, geralmente, não possuem o mesmo perfil de 
sensibilidade frente aos antifúngicos atualmente utilizados. Neste caso, a discriminação 
entre as duas espécies é essencial, pois a identificação correta das espécies pode 
desempenhar um papel fundamental na escolha da terapêutica antifúngica apropriada. 
Técnicas rápidas de identificação molecular baseadas em PCR vêm sendo 
relatadas na literatura. O ensaio de PCR em tempo real, denominado AsperGenius®, 
detecta várias espécies de Aspergillus e importantes mutações de A. fumigatus associadas 
à resistência aos azóis. O ensaio permite a detecção sensível e rápida de espécies de 
Aspergillus diretamente a partir de amostras clínicas como lavado brônquico. Detecção 
direto de amostras clínicas agiliza o diagnóstico e permite o diagnóstico ainda que as 
culturas sejam negativas, o que pode fazer dessa técnica uma promissora metodologia a 
ser utilizada (114, 115). 
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Estudos recentes vêm demonstrando que em colonizações e infecções por A. 
fumigatus e outras espécies pode não ser isolado apenas um único genótipo desse 
patógeno (55, 116, 117). Técnicas como a de microssatélites permitem que esses isolados 
sejam caracterizados quanto sua origem clonal (56, 118, 119). Essa informação é de 
extrema importância para todos os tipos de infecções causadas por A. fumigatus, pois em 
um único paciente diversos isolados com diferentes origens clonais podem ser 
encontrados, sendo que as suscetibilidades frente aos agentes antifúngicos também 
podem ser diferentes. Dessa forma, em um mesmo paciente pode ser encontrado isolados 
suscetíveis e isolados resistentes (120). 
Estudos demonstram que a técnica de microssatélites não é capaz de diferenciar 
entre colonização ou infecção, porém ela é capaz de discriminar os diferentes isolados de 
um mesmo paciente, ou até mesmo relacionar os isolados de diferentes pacientes, sendo 
importante para determinar se indivíduos estão colonizados ou infectados por micro-
organismos com a mesma origem clonal. Para obter mais informações sobre as relações 
epidemiológicas entre isolados de A. fumigatus, obtidos de várias origens (diferentes 
sítios), a determinação dos genótipos permite abordar a elucidação de surtos, transmissões 
nosocomiais, rotas de infecção e correlações genótipo-fenótipo. É necessário um melhor 
conhecimento da população de A. fumigatus em todas as formas de aspergilose e, para 
este fim, a genotipagem usando marcadores de microssatélites se mostra apropriada (55, 
56). 
1.4.4.4. Análise proteômica de identificação de espécies fúngicas: método de 
espectrometria de massa por ionização e dessorção a Laser assistida por matriz: 
tempo de voo (Maldi-Tof MS)  
Metodologias usadas rotineiramente no diagnóstico laboratorial das micoses, 
embasadas na identificação fenotípica dos agentes etiológicos destas infecções, 
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geralmente se limitam à detecção dos micro-organismos em pacientes em um estágio já 
avançado da doença. Ao se tratar de AI, essas metodologias podem não ser viáveis dado 
o estado crítico dos pacientes.  
Esses desafios têm estimulado a busca por novas tecnologias de diagnóstico das 
infecções fúngicas. Uma alternativa promissora nesse sentido é a utilização de estudos 
proteômicos por meio da metodologia de matrix-assisted Laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry (Maldi-Tof MS), uma metodologia que permite a 
especiação correta do agente etiológico em poucos minutos (121-124). O baixo custo das 
análises, agilidade e possibilidade de identificação diretamente de amostras clínicas são 
atrativos da nova tecnologia. Alicerçada na espectrometria de massa, a técnica de 
ionização gera um perfil de espectros das proteínas, sendo esse perfil específico para cada 
espécie. As identificações são realizadas ao comparar o espectro de massa gerado pelo 
micro-organismo com espectros de referência de um banco de dados (125). 
Introduzido pela primeira vez em laboratórios clínicos de microbiologia na 
Europa, tem sido utilizado por laboratórios em todo o mundo e vem revolucionando a 
identificação de micro-organismos. Embora tenha múltiplas aplicações, a sua utilização 
em microbiologia clínica se destaca por ser um método fácil, rápido e preciso para a 
identificação de bactérias e fungos (126). Ao proporcionar um diagnóstico 
microbiológico rápido, a utilização do Maldi-Tof MS contribui para uma menor 
mortalidade e tempo de hospitalização dos pacientes e, consequentemente, tem um 
impacto significativo na economia da instituição e na saúde pública (125). 
Como mostrado em diversos trabalhos na literatura, Maldi-Tof MS tem sido 
otimizado e parece ser uma metodologia promissora de identificação de micro-
organismos envolvidos em IFIs, desde que um banco de dados apropriado esteja 
disponível. Diferentemente do que está já está padronizado e disponível em termos de 
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protocolos para preparação de amostras para identificação de leveduras por MALDI-TOF 
(124), os protocolos de preparação das amostras de fungos filamentosos ainda carecem 
de aperfeiçoamento. 
 1.5. Tratamento da aspergilose 
Três classes de agentes antifúngicos são utilizadas atualmente no tratamento da 
aspergilose invasiva: o poliênico anfotericina B, as equinocandinas e os triazólicos (45). 
A terapia primária da aspergilose, principalmente AI, foi amplamente baseada na 
utilização de AMB (classe dos poliênos) e de compostos triazólicos (83). No entanto, a 
utilização de AMB tem sido limitada pelos seus efeitos tóxicos (127). Como já citado, a 
espécie A. terreus é naturalmente resistente à AMB (128) . Além dessa espécie, outras 
incluindo A. flavus, A. lentulus, Aspergillus nidulans, Aspergillus ustus, e Aspergillus 
glaucus podem também demonstrar resistência a este composto (129, 130). Apesar da sua 
alta toxicidade, a AMB ainda é amplamente utilizada e é considerada o tratamento 
padrão-ouro de algumas infecções fúngicas invasivas (131). 
Nos últimos 20 anos, os antifúngicos pertencentes à classe dos azóis têm 
desempenhado importante papel na prevenção e tratamento de infecções causadas por 
Aspergillus spp.. O derivado azólico voriconazol (VRZ) é atualmente utilizado como a 
primeira linha na terapia da AI (45, 83, 132, 133). Em pacientes com insuficiência 
hepática, a AMB lipossomal é aconselhada como a primeira opção (45). 
Outros medicamentos podem ser utilizados no tratamento de AI em pacientes que 
não podem receber VRZ ou que não respondem a este medicamento. Estes compostos 
incluem, primeiramente, AMB (de preferência lipossomal), itraconazol (ITZ), 
posaconazol (PSZ) e isavuconazol (ISZ), e também caspofungina (CPF) e micafungina 
(MCF), que pertencem à classe das equinocandinas (134). No entanto, segundo manuais 
internacionais, as equinocandinas devem ser utilizadas apenas quando ocorrerem falhas 
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terapêuticas e, de preferência, associadas a outra classe de antifúngicos (45). Quando for 
o caso e sempre que possível, o tratamento com medicamentos imunossupressores deve 
ser interrompido ou diminuído (83). 
Embora os procedimentos diagnósticos tenham melhorado nos últimos anos, eles 
não são satisfatórios. Por esta razão, os pacientes com alto risco de desenvolver AI devem 
receber tratamento profilático, especialmente pacientes com neutropenia profunda e 
prolongada ou com doença do enxerto contra hospedeiro (DCEH) ativa (45). Os esquemas 
de tratamento profiláticos com antifúngicos podem variar dependendo da doença de base 
e da condição de cada paciente (45).  
 1.6. Mecanismo de ação dos antifúngicos utilizados no tratamento da aspergilose 
Poliênicos como AMB e nistatina interagem com ergosterol presente na 
membrana celular fúngica, produzindo poros ou canais que aumentam a permeabilidade 
da membrana, gerando uma grande perda de eletrólitos, como potássio e magnésio, 
determinando assim o rompimento e morte da célula, agindo como fungicidas (129). A 
AMB foi introduzida no tratamento de micoses em 1950 e apesar de sua elevada 
efetividade, possui alta toxicidade, principalmente nefrotoxicidade, mielotoxicidade e 
hepatotoxicidade. Sua administração é endovenosa e requer hospitalização para 
acompanhamento e monitoramento das funções fisiológicas. AMB sob a forma 
lipossomal está disponível no mercado, sendo de baixa toxicidade, fácil utilização, 
permitindo alcançar doses bem mais elevadas em curto espaço de tempo, 
independentemente da função renal, o que a coloca como excelente opção terapêutica. No 
entanto, o preço é extremamente elevado e poucos pacientes podem usufruir deste 
tratamento (129). 
Azólicos como fluconazol (FCZ), itraconazol (ITZ), cetoconazol (KTZ), 
voriconazol (VRZ), ravuconazol (RVZ), entre outros, inibem especificamente a 
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biossíntese do ergosterol, principal constituinte da membrana citoplasmática. A inibição 
da síntese de ergosterol é feita por meio do bloqueio da enzima 14-α-demetilase, presente 
no citocromo P-450 da célula fúngica, sendo o FCZ o principal representante da classe. 
No entanto, espécies de Aspergillus são naturalmente resistentes a esse composto (132, 
135). 
As equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina) são 
antifúngicos inibidores específicos da síntese de 1,3-β-D-glucana, constituinte da parede 
celular fúngica. Estes antifúngicos inibem a ação da enzima β-1,3 glucano-sintase o que 
resulta em depleção de polímeros de glucano, destruindo a parede celular fúngica (134). 
 1.7. Testes de suscetibilidade aos antifúngicos 
O teste de suscetibilidade in vitro de isolados de Aspergillus spp. não é 
rotineiramente realizado na maioria dos laboratórios clínicos de micologia, subestimando 
assim a verdadeira ocorrência de resistência. Estudo que investigou a frequência de 
resistência em coleções de cultura de Aspergillus spp. na Itália, em 2015, relatou 
encontrar os primeiros isolados de A. fumigatus resistentes em amostras obtidas há 17 
anos a partir de estudos retrospectivos (136). A TR34/L98H foi encontrada pela primeira 
vez na Holanda em 2008, sendo também o isolado obtido em 1998 (137). Esses resultados 
destacam a importância de conhecer o perfil de suscetibilidade de espécies de Aspergillus 
tanto em estudos retrospectivos como em amostras obtidas prospectivamente. 
Infecções fúngicas requerem, geralmente, longos períodos de terapia com 
antifúngicos. Esses esquemas terapêuticos muitas vezes causam muitos efeitos colaterais 
e podem promover a resistência de alguns fungos aos diferentes antifúngicos. Essas 
razões enfatizam a necessidade de realização de testes de suscetibilidade in vitro para 
avaliar o comportamento desses micro-organismos frente aos antifúngicos disponíveis. 
Testes de suscetibilidade aos antifúngicos têm grande importância por guiarem as 
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decisões clínicas com o objetivo de promover uma terapia apropriada contra os agentes 
fúngicos revertendo em melhores resultados para o paciente, além de possibilitar o 
acompanhamento do possível surgimento de isolados resistentes (138). 
Existem vários métodos para a realização de testes de suscetibilidade para 
Aspergillus spp., como testes de disco difusão, a macro (139) e a microdiluição em caldo 
(140, 141), que permitem a determinação da concentração inibitória mínima (CIM) (142, 
143). Também existem fitas Etest para determinação da CIM (144, 145) e kits comerciais 
(146). Cada método apresenta vantagens e desvantagens, por exemplo, os ensaios de 
macro e microdiluição são trabalhosos e demandam um tempo maior para preparação, 
enquanto o Etest é fácil de se realizar, porém possui elevado custo, e o teste de difusão 
em ágar possui baixo custo, mas não é capaz de indicar valores exatos de CIM. 
Métodos de referência para preparo dos testes de microdiluição em caldo são 
utilizados para determinação da CIM: o protocolo CLSI M38-A2 é um método padrão 
altamente reprodutível e os valores de CIM podem ser utilizados para seleção terapêutica 
de antifúngicos, bem como monitoramento da suscetibilidade aos antifúngicos durante o 
tratamento (139). No entanto, embora a obtenção da CIM seja valiosa para a seleção do 
melhor agente terapêutico, a relação confiável do valor de CIM com os resultados obtidos 
durante a terapia antifúngica ainda é problemática (139, 147). Por estas razões, o uso 
combinado de abordagens moleculares para identificar resistência e o teste de 
suscetibilidade fenotípica pode melhorar e orientar o sucesso do tratamento (148). Além 
disso, ao se conhecer o perfil de suscetibilidade relacionado com os desfechos clínicos, 
será possível contribuir para a determinação de pontos de corte clínicos para as espécies 
de Aspergillus frente aos antifúngicos, uma vez que a real correlação entre eles ainda não 
foi possível de ser obtida. 
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Segundo o mais recente guideline internacional (45), publicado por Ulmann et al., 
2018, o teste de suscetibilidade aos antifúngicos de espécies de Aspergillus deveria ser 
realizado em pacientes com doença invasiva. A exceção seria de pacientes que nunca 
receberam antifúngicos azólicos e que estão em regiões sem casos de resistência 
registrados em programas de vigilância. Os testes deveriam ser relizados regularmente, 
para estudos com fins epidemiológicos. Conhecer o perfil de suscetibilidade de um 
isolado é particularmente importante em pacientes que não respondem ao tratamento 
antifúngico ou em pacientes com suspeita clínica de quadro de infecção por isolado 
resistente. Se testes para a determinação da CIM não estiverem disponíveis, a triagem em 
ágar poderia ser utilizada para detecção de resistência aos antifúngicos azólicos. 
 1.8. Resistência aos agentes antifúngicos 
Recentemente, o surgimento de isolados de A. fumigatus resistentes aos derivados 
azólicos – primeira linha de antifúngicos utilizada no combate da aspergilose invasiva, 
está sendo investigado em diversos países. Isolados resistentes a estes compostos 
apresentam uma grande variedade de mutações no gene cyp51A, que codifica a enzima 
14-α lanosterol demetilase do citocromo P450, o principal alvo para estes compostos 
(149). De modo geral, distinguem-se duas rotas de desenvolvimento de resistência 
nesses micro-organismos: através da terapia de longo prazo com derivados azólicos e 
através do contato desses micro-organismos com compostos azólicos utilizados na 
agricultura na forma de defensivos agrícolas (137, 150-152).  
Embora as características clínicas destas rotas sejam diferentes, os pré-requisitos 
fundamentais para o desenvolvimento da resistência são os mesmos: qualquer 
configuração que reúna a reprodução ativa de A.fumigatus e a presença de compostos 
azólicos, pois aparentemente é nesse contato que existe o risco de ocorrer alguma 
mutação que configure resistência (120, 153, 154).  
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Em pacientes com aspergiloma, por exemplo, que recebem terapia com azólicos, o 
A. fumigatus pode sofrer múltiplas alterações genéticas durante a infecção, incluindo 
alterações que conferem resistência a esses compostos. Isso pode refletir em uma 
amostra clínica que contenha colônias com mecanismos de resistência, mas que podem 
estar presentes, concomitante, colônias suscetíveis (120). Os mecanismos de resistência 
encontrados em cultura são caracterizados por mutações de ponto no gene cyp51A. No 
entanto, embora essas mutações sejam consideradas as principais causas de resistência 
aos antifúngicos azólicos, muitos A. fumigatus com fenótipo resistente não apresentam 
mutações neste gene, o que sugere que outros mecanismos de resistência estão 
presentes, alguns dos quais foram identificados, mas muitos dos quais permanecem 
desconhecidos (155). 
Inibidores de cyp51A interagem com a proteína formando um complexo com o 
grupo heme, localizado no centro catalítico da enzima (156). Substituições de 
aminoácidos localizadas ao longo da periferia da proteína (por exemplo, S52T, Q88H, 
N125I, Q141H, S297T ou F495H) aparentemente não alteram de maneira relevante sua 
funcionalidade (150, 156)  
Por outro lado, substituições em posições, como G54 (157), G138 (158) ou M220 
(150, 158) localizam-se principalmente próximas a abertura de um dos dois canais de 
acesso do ligante da proteína, bloqueando o encaixe da maioria das moléculas de 
antifúngicos azólicos (150, 156), reduzindo assim a interação entre o fármaco e o fungo.  
Da mesma forma, a substituição L98 está localizada em uma região altamente 
conservada em forma de laço e, modificações nessa região, afetam a entrada do 
antifúngico no canal de acesso ao ligante (150). Várias outras substituições de 
aminoácidos (por exemplo, F46Y, H147Y, M172V, N248T, N248K, D255E, D343N, 
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E427K e G434C) parecem não estar relacionadas a resistência, pois elas são encontradas 
em diferentes combinações em isolados suscetíveis aos azóis (138, 150, 158-160) 
A inserção de 34, 46 ou 53 pares de bases (pb) (repetidos repetições em tandem) na 
região promotora do gene cyp51A combinadas com substituições de aminoácidos 
podem conferir vários graus de resistência aos azóis (161-163). As TR ocorrem no DNA 
quando um padrão de um ou mais nucleotídeos é repetido e as repetições são diretamente 
adjacentes entre si.  Atualmente, a causa de resistência mais frequentemente observada 
consiste na presença de uma TR de 34 pb na região promotora do gene cyp51A 
combinada com a substituição de uma leucina (L) por uma histidina (H) na posição 98 
da sequência de aminoácidos (L98H)  (161). Esta combinação (TR34/L98H) confere 
alta resistência ao ITZ e vários níveis de resistência cruzada a outros azóis.  
A inserção de 46 pb (TR46) em combinação com a alteração de uma tirosina (Y) 
por uma fenilalanina na posição 121 e a troca de uma treonina (T) por uma alanina (A) 
na posição 289 da sequência de aminoácidos (Y121F e T289A), entre outras, confere 
valores intermediários a altamente resistentes ao VRZ e reduzida suscetibilidade ao ITZ 
e PSZ. Além disso, a TR53 foi encontrada em isolados com resistência cruzada a VRZ 
e ITZ, sem possuir outras alterações no gene cyp51A (163). Mutações do tipo TR na 
região promotora do gene cyp51A levam a superexpressão, fazendo com que uma 
quantidade maior do antifúngico seja necessária para boquear a ação da mesma (164). 
Acredita-se que mutações de resistência podem se desenvolver no ambiente quando 
o fungo é exposto a compostos que exibem atividade contra ele mesmo (155). Embora 
A. fumigatus não seja um fito patógeno, muitos fungicidas com estruturas semelhantes 
aos compostos utilizados na prática clínica, possuem atividade contra esses micro-
organismos (151, 165). Desta forma, existe a hipótese de que A. fumigatus possa 
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desenvolver resistência aos compostos azólicos devido ao contato com moléculas 
utilizadas na agricultura para proteger plantações contra fito patógenos. 
Na Holanda, resistência aos derivados azólicos foi relatada em pacientes que não 
foram expostos a esta classe de medicamentos. Snelders e colaboradores demonstraram 
um aumento de isolados de A. fumigatus resistentes e os pesquisadores concluíram que 
a resistência é devida, principalmente, à mutação TR34/L98H derivada de fontes 
ambientais (151). A TR46/Y121F/T289A foi relatada em A. fumigatus de 15 pacientes 
em seis hospitais na Holanda. A. fumigatus com as mesmas mutações 
(TR46/Y121F/T289A) também foram obtidos a partir de coletas ambientais em casas e 
quintais dos pacientes (152). Outras combinações envolvendo TR34, TR46 e TR53 vêm 
sendo descritas. Revisão realizada por Dudakova e colaboradores apresenta diversas 
combinações já relatadas na literatura  (148) e seus respectivos valores de CIM. Estudos 
relatando A. fumigatus clínicos e ambientais resistentes que carregam essas mutações 
vêm sendo descritos em todo o mundo, inclusive na Colômbia e Argentina (163, 166-
173).  
 À medida que os relatos de isolados de A. fumigatus resistentes aos azóis 
aumentam, podem ser necessários antifúngicos como AMB para o tratamento de AI. Esse 
composto já foi utilizado como primeira linha no tratamento da doença, mas devido a sua 
alta toxicidade foi sendo substituído pelos compostos pertencentes a classe dos azóis 
(131). Estudos que investigaram a correlação in vitro-in vivo da resistência a AMB em A. 
fumigatus apresentaram dados inconsistentes (174, 175). No entanto, estudos in vivo 
mostraram maior eficácia de AMB obtida quando a concentração máxima do soro de 
fármaco excede 2,4 vezes os valores de CIM obtido in vitro, o que torna inviável quando 
os micro-organismos apresentam elevados valores de CIM (176).  
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A resistência de Aspergillus spp. a AMB não é bem compreendida. No entanto, 
apesar da dificuldade de associar resultados in vitro com resultados clínicos, altos valores 
de CIM já foram associados com falha terapêutica (130). Dois mecanismos parecem estar 
envolvidos na resistência à AMB, diminuição da concentração de ergosterol na membrana 
celular devido a mutações na via de síntese e aumento da produção de catalases, que 
protegem as células do estresse oxidativo causado pelo fármaco (131).   
As equinocandinas estão sendo cada vez mais utilizados na profilaxia de pacientes 
com alto risco para o desenvolvimento de doença fúngica invasiva, bem como para terapia 
com pacientes com AI comprovada ou provável que falham na terapia convencional. A 
utilização das equinocandinas tem aumentado e a resistência a esses compostos já tem 
sido descrita. A resistência à equinocandina em espécies de Candida tem sido associada 
a mutações de ponto  nos genes fks, que codificam as enzimas β- (1,3) -glucano sintases 
(177). Recentemente, foi comprovado que uma mutação de ponto no gene fks1 em A. 
fumigatus também é suficiente para conferir resistência às equinocandinas e levar a falha 
terapêutica (178). 
Uma vez que estes agentes também podem se tornar ineficazes contra alguns 
isolados, restam poucas ou nenhuma opção terapêutica. Estratégias de diagnóstico e 
detecção de resistência devem ser implementadas e o desenvolvimento de novos 
compostos e ensaios avaliando combinação de drogas devem ser explorados. 
Com o objetivo de detectar resistência emergente aos antifúngicos, podem ser 
calculados pontos de cortes epidemiológicos (PCE). Os PCE são calculados com base na 
distribuição dos valores de CIM para cada antifúngico e cada espécie de micro-
organismo. Ou seja, o PCE é o valor de CIM que mais se repete dentro de uma 
determinada população. Uma população de micro-organismo que se afasta dos valores 
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normais da população selvagem (wild type) é classificada como uma população não 
selvagem (non- wild type). Um isolado é definido como selvagem quando há ausência de 
mutações que levem a mecanismos de resistência a um composto utilizado contra ele 
(157). 
Um micro-organismo não selvagem é definido pela presença de mutação 
adquirida que leva a um mecanismo de resistência. Tanto isolados designados como 
selvagens como os não selvagens podem ou não responder clinicamente ao composto em 
questão. O PCE é o mais alto valor de CIM que pertence a população selvagem do micro-
organismo. Enquanto os pontos de cortes clínicos predizem os resultados da terapia, o 
papel o PCE é de detectar resistência emergente em isolados não selvagens com reduzida 
suscetibilidade ao agente avaliado (157, 179). 
 1.9. Justificativa 
O Hospital de Clínicas da Universidade Estadual de Campinas (HC-Unicamp) é 
uma instituição universitária de atendimento terciário, que atende pacientes da região, 
além de pacientes oriundos de outros estados próximos. O HC-Unicamp possui 419 leitos 
e é um hospital de referência nos principais serviços médicos, atendendo uma população 
de 3.000.000 habitantes. No HC-Unicamp muitos pacientes de alto risco são tratados e 
estão suscetíveis a agentes infecciosos oportunistas como espécies de Aspergillus.  
Testes de suscetibilidade de Aspergillus spp. frente aos antifúngicos não são 
realizados na rotina do HC-Unicamp. Dessa forma, o perfil desses micro-organismos não 
era conhecido. Relatos de isolados resistentes vêm sendo publicados em todo o mundo e 
Aspergillus spp. resistentes aos antifúngicos não haviam sido identificados nesta 
instituição. No entanto, sem a vigilância continua para o possível surgimento de isolados 
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resistentes, não é possível garantir que micro-organismos resistentes não possam 
colonizar e causar doenças nos pacientes atendidos.  
Estudos recentes vêm demonstrando que em colonizações e infecções por A. 
fumigatus, a principal espécie causadora de aspergilose, pode ser isolado mais de um 
genótipo desse patógeno. Técnicas como a de microssatélites permitem que esses isolados 
sejam caracterizados quanto sua origem clonal. Essa informação é de extrema 
importância para todos os tipos de infecções causadas por A. fumigatus, pois em um único 
paciente, diversos isolados com diferentes origens clonais podem ser encontrados, sendo 
que as suscetibilidades frente aos agentes antifúngicos também podem ser diferentes, 
podendo em um mesmo paciente serem encontrados isolados suscetíveis e isolados 
resistentes. 
Com estudos dessa natureza, a instituição se beneficia, podendo desenvolver 
formas de identificar e determinar a suscetibilidade aos antifúngicos deste grupo de 
patógenos fúngicos de importância médica. Ao adquirir maior conhecimento sobre esses 
agentes patogênicos, novas técnicas diagnósticas e terapêuticas para aplicação local 
poderão ser aplicadas no atendimento ao paciente com aspergilose ou na prevenção de 
infecções em pacientes suscetíveis a agentes oportunistas como os das espécies de 
Aspergillus. 
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2. Objetivos 
2.1. Objetivo geral 
Avaliar retrospectivamente a ocorrência das espécies e o perfil de suscetibilidade 
frente aos antifúngicos de isolados do gênero Aspergillus obtidos a partir de amostras 
clínicas sequenciais de pacientes com aspergilose tratados no HC-Unicamp e mantidos 
na Micoteca do LIF-FCM (1998 a 2013) e prospectiva e concomitantemente, realizar 
coletas ambientais e de mucosa nasal nas Unidades de Transplante de Medula Óssea 
(TMO) e no setor de Hematologia do mesmo hospital. 
2.2. Objetivos específicos 
- Identificar as espécies, por meio de características morfológicas e sequenciamento de 
DNA, dos isolados clínicos de Aspergillus spp. reativados a partir da coleção do LIF; 
- Realizar coletas de ar de ambientes da unidade de TMO e do setor de Hematologia 
seguida da identificação morfológica e molecular das espécies de Aspergillus isoladas; 
- Coletar amostras de mucosa nasal em pacientes internados na unidade de TMO e no 
Setor de Hematologia (na mesma ocasião da coleta de ar) para avaliação de possível 
colonização por espécies de Aspergillus; 
- Avaliar o perfil de suscetibilidade in vitro dos isolados clínicos de Aspergillus spp..   
- Analisar a presença de mutações no gene cyp51A em isolados de A. fumigatus. 
- Realizar a genotipagem de isolados de A. fumigatus para avaliação de possível 
identidade entre isolados sequenciais de um mesmo paciente, entre isolados de pacientes 
diferentes e entre isolados de pacientes e isolados ambientais. 
- Consultar, se necessário, os prontuários dos pacientes que apresentarem isolados 
resistentes, identificando as possíveis doenças de base, fatores de risco, infecções 
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concomitantes e outros tratamentos que possam ter favorecido as infecções por A. 
fumigatus. 
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3. Material e Métodos 
3.1. Local de trabalho 
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Investigação em Fungos 
(LIF) do Departamento de Patologia Clínica da Faculdade de Ciências Médicas (FCM-
Unicamp), no Laboratório de Epidemiologia Molecular e Doenças Infecciosas (Lemdi) 
da Disciplina de Moléstias Infecciosas da Faculdade de Ciências Médicas (FCM-
Unicamp) e no Laboratório de Micologia – Bloco 17 do Centers for Diseases Control 
and Prevention (CDC) – Atlanta – Geórgia – USA. 
Considerações éticas: o projeto deste estudo foi encaminhado em 2014 ao Comitê de 
Ética em Pesquisa por meio da Plataforma Brasil, tendo seu parecer aprovado no mesmo 
ano (CAAE: 35629514.9.0000.5404/ Número do Parecer: 1.108.528). 
3.2. Isolados clínicos 
3.2.1. Seleção dos micro-organismos para estudo 
 Para a realização desse trabalho, 234 isolados clínicos de Aspergillus spp. 
mantidos na Micoteca do LIF, previamente isolados de 92 pacientes a partir dos exames 
de rotina foram selecionados para serem reativados. Os isolados clínicos são provenientes 
de pacientes atendidos no HC-Unicamp no período de 1998 a 2013 e estavam 
armazenados pelo método de Castellani (180) sendo conservados à temperatura ambiente 
em frascos de vidro contendo água destilada estéril. No Apêndice 1 os isolados 
selecionados para o presente estudo podem ser visualizados e estão ordenados por 
paciente e seus respectivos números LIF de identificação. Os isolados considerados puros 
e viáveis foram estudados.  
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3.2.2. Reativação dos isolados clínicos 
Os isolados foram repicados em placas de Petri contendo meio de cultura ágar 
Sabouraud dextrose (ASD; Difco, Sparks, Maryland, EUA, Sparks, Maryland, EUA) e 
mantidos a temperatura ambiente para avaliação de viabilidade e pureza. A identificação 
até gênero foi realizada no Setor de Micologia do Laboratório de Microbiologia, da 
Divisão de Patologia Clínica-HC-Unicamp a partir de metodologia clássica, utilizando a 
combinação de características macroscópicas e micromorfológicas.  
3.2.3. Identificação 
 A identificação do gênero e das espécies foi confirmada utilizando metodologia 
clássica de visualização de características morfológicas (28) e metodologia molecular de 
sequenciamento de DNA (96), item 3.5. 
3.3. Isolados ambientais  
A análise dos isolados ambientais buscou um maior entendimento da frequência 
das espécies de Aspergillus isoladas no ar, o perfil de suscetibilidade dos isolados 
ambientais da principal espécie do gênero, a espécie A. fumigatus, bem como o estudo de 
suas características moleculares em relação ao gene cyp51A.  
3.3.1. Coleta de ar 
 Foi realizada uma coleta em cada uma das estações do ano 2015. Para a realização 
das coletas, foram utilizados equipamentos coletores de ar Bio Samp modelo MBS 1000D 
(Yotsubishi Corp, Japão). Os equipamentos possuem a capacidade de aspirar ar em 
volume pré-determinado, fazendo com que ocorra a impregnação de partículas em 
suspensão diretamente sobre o meio de cultura em placa de Petri. O meio de cultura 
utilizado foi o ASD, suplementado com cloranfenicol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
EUA 0,05 g/L). Após a captação das amostras de ar, as placas foram incubadas a 
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temperatura de 37°C por 5 dias e o crescimento de colônias de fungos foi acompanhado 
diariamente. As colônias obtidas a partir das placas originais foram repicadas em tubos 
contendo ASD para posterior identificação. O volume de ar aspirado foi de 1000 L para 
a unidade de TMO (ambiente de ar controlado com filtros Hepa) e 500L para o Setor de 
Hematologia.  
3.3.2. Locais de coleta 
 As coletas de ar foram realizadas nos quartos dos pacientes da unidade de TMO 
e nos quartos do Setor de Hematologia. Para cada quarto, a coleta de ar foi realizada em 
4 pontos, dispostos da seguinte maneira: 1) próximo à entrada do quarto; 2) próximo à 
janela ou saída de ar condicionado (quando houvesse); 3) meio do quarto e 4) no banheiro. 
Além dos quartos das unidades, ar foi coletado nos corredores das unidades em frente aos 
mesmos. 
3.3.3. Identificação dos isolados ambientais  
A identificação dos isolados ambientais obtidos foi realizada conforme item 3.2.3.  
3.3.4. Análise estatística 
  Foi feita a análise estatística buscando comparar a contagem dos fungos entre as 
estações do ano e unidade do tratamento. Para descrever o perfil da amostra segundo as 
variáveis em estudo foram calculadas as estatísticas descritivas das variáveis, com valores 
de média, desvio padrão, valores mínimo e máximo e mediana. Para comparação da 
contagem entre estações do ano e unidade de tratamento foi utilizada a ANOVA. Os dados 
foram transformados em postos (ranks) devido à ausência de distribuição normal. O nível 
de significância adotado para este estudo foi de 5% (181). Para análise estatística foram 
utilizados os seguintes programas computacionais: The SAS System for Windows 
(Statistical Analysis System), versão 9.4. SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA. 
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3.4. Isolados provenientes de amostras de mucosa nasal 
Simultaneamente às coletas de ar, coletas de mucosa nasal dos pacientes 
internados nos leitos da unidade de TMO e do setor de Hematologia foram realizadas para 
avaliação da possível colonização por espécies de Aspergillus. As coletas de swab foram 
feitas por profissionais da enfermagem e as amostras identificadas na rotina do setor de 
Micologia do Laboratório de Microbiologia, da Divisão de Patologia Clínica do HC-
Unicamp. Os pacientes que concordaram com a coleta de swab assinaram o termo de 
consentimento livre e esclarecido (TCLE), que pode ser visualizado no Anexo 1. 
3.4.1. Identificação dos isolados ambientais  
Ocorrendo o isolamento de Aspergillus spp., os mesmos eram encaminhados ao 
LIF para a realização dos testes morfológicos de identificação, previstos no item 3.2.3. 
3.5. Sequenciamento de DNA 
A reação de sequenciamento foi realizada para identificação das espécies de 
isolados ambientais, isolados clínicos e isolados obtidos de amostras de mucosa nasal 
utilizados no presente estudo. Foi realizado o sequenciamento de regiões ITS para 
obtenção da identificação em nível de espécie-complexo. Além da região ITS, foi 
realizada a identificação da espécie dentro de cada complexo por meio do sequenciamento 
da região do gene da β-tubulina (96, 102). Para os isolados ambientais foi realizado 
apenas o sequenciamento do gene da β-tubulina. 
3.5.1. Extração de DNA 
 O DNA genômico foi extraído dos isolados de Aspergillus spp. com 48 horas de 
crescimento em tubos contendo ASD. Para extração de DNA foi utilizado o DNAeasy 
Tissue® Kit (Qiagen Sciences, Maryland USA) e o QIAmp® DNA Mini Kit (Qiagen) 
sendo seguidas as instruções do fabricante. 
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3.5.2. Protocolo da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 
Foram utilizados os iniciadores das regiões ITS4/5 e β-tubulina 2A e B conforme 
quadro 1, para amplificar os fragmentos de DNA a partir dos isolados ambientais e 
clínicos de Aspergillus spp., de acordo com a literatura (96, 102, 182, 183).  As PCR 
foram realizadas em um tubo de 200µL, contendo 12,5μL de PCR Master Mix 
(Promega,Fitchburg, WI EUA), 10 mM de cada iniciador, 100 ng de DNA e água milli-
Q para um volume final de 25 μL. 
Quadro 1: Sequências de bases dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados para 
amplificação e sequenciamento de DNA para identificação molecular de Aspergillus spp. 
 
 As PCR foram realizadas em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os parâmetros das reações de PCR estão 
expostos no quadro 2. 
 
 
 
 
 
 
Iniciador Sequência de bases
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
Iniciador Sequência de bases
β-tubulina 2A GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTT
β-tubulina 2B ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC
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Quadro 2: Parâmetros utilizados na reação de PCR para amplificação de DNA das 
regiões ITS4/5 e β-tubulina2A/2B 
 
 
3.5.3. Purificação dos produtos de PCR 
Os amplicons resultantes da PCR foram purificados enzimaticamente com a 
utilização do reagente ExoSAP-IT (USB®Corporation, Cleveland, OH, EUA), de acordo 
com as instruções do fabricante. 
 3.5.4. Reação de sequenciamento 
Os produtos das PCR foram sequenciados com a utilização dos iniciadores foward 
e reverse utilizando o Big DyeTM Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, 
CA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. Para o sequenciamento, foram 
preparadas reações contendo 1 μL de Big Dye Terminator, 1 μL de tampão, 1 μL do 
iniciador foward ou reverse (cada primer em tubo diferente) a 1,6 mM, 2 μL do produto 
de PCR purificado e água milli-Q para um volume final de 10 μL.  
A reação de sequenciamento consistiu de desnaturação inicial a 96°C por 1 minuto 
e 30 ciclos de 96°C por 10 segundos, 55°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. A reação 
Parâmetro Temperatura (ºC) Tempo Ciclos
Desnaturação inicial 95 2 min 1
Desnaturação 95 30 s
Anelamento 56 30 s
Extensão 72 1 min
Extensão final 72 5 min 1
Refrigeração 4 ∞
Parâmetro Temperatura (ºC) Tempo Ciclos
Desnaturação inicial 95 2 min 1
Desnaturação 95 30 s
Anelamento 58 30 s
Extensão 72 1 min
Extensão final 72 5 min 1
Refrigeração 4 ∞
Reação de PCR ITS4/5
Reação de PCR β-tubulina2A/2B
40
40
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de sequenciamento foi realizada em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). 
3.5.5. Precipitação e lavagem do DNA com etanol 
Após a reação de sequenciamento, as amostras passaram por precipitação e 
lavagem com etanol. Na primeira etapa, em cada amostra, foram adicionados 5 μL de 
EDTA (125mM) e 60 μL de etanol 100%. As amostras foram centrifugadas a 9447.1 g 
(13.000 rpm), a temperatura de 4°C por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e, em 
seguida, foram adicionados 60 μL de etanol 70% às amostras que foram então 
centrifugadas a 9447.1 g (13.000 rpm), a temperatura de 4°C por 10 minutos. O 
sobrenadante foi descartado e as amostras passaram por secagem a vácuo. Após a 
precipitação e lavagem com etanol, foram acrescentados 10 μL de formamida HI-DITM 
(Applied Biosystems, Warrington, UK) às amostras, que foram incubadas em banho seco 
a 95°C por 2 minutos. Em seguida, as amostras foram colocadas em gelo durante 2 
minutos. As amostras foram aplicadas na placa de sequenciamento e levadas ao 
sequenciador. O sequenciamento foi realizado no sequenciador automático ABI 
Prism®3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A análise 
das sequências obtidas foi realizada no programa Geneious 10.0.9 ® (Biomatters Ltd 
2017) e as mesmas foram comparadas com as sequências disponíveis no GeneBank. 
3.6. Testes de suscetibilidade in vitro - microdiluição em caldo 
Os testes de suscetibilidade in vitro frente aos antifúngicos foram realizados para 
todos os isolados clínicos. Foi utilizada a metodologia de microdiluição em caldo (item 
3.6.2), conforme o documento M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI, 2008) (140) e para os isolados ambientais foi utilizada uma metodologia de 
triagem de resistência, desenvolvida in house (item 3.6.5) 
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3.6.1. Meio de cultura 
Para os testes de suscetibilidade foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) com L-glutamina, sem bicarbonato de sódio, 
tamponado com 0,165 M de ácido morfolinopropanossulfônico (MOPS; Sigma-Aldrich). 
3.6.2. Determinação da concentração inibitória mínima e concentração efetiva 
mínima 
  A avaliação da suscetibilidade in vitro frente aos antifúngicos foi realizada de 
acordo com o documento M38-A2 do CLSI, pelo método de microdiluição em caldo para 
determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração efetiva mínima 
(CEM). Os antifúngicos avaliados foram AMB (faixa de concentração 0,03-16 mgL-1); 
ITZ (0,015-8 mgL-1) VRZ (0,015-8 mgL-1) e posaconazol (PSZ; 0,015-8 mgL-) para 
determinação da CIM e micafungina (MCF; 0,015-16 mgL-1) e caspofungina (CPF; 
0,015-8 mgL-1) para determinação da CEM. 
3.6.2.1. Inóculo  
Após o crescimento fúngico de 48 a 72 horas a temperatura ambiente (25 oC), em 
tubos contendo o meio de cultura ASD, o inóculo foi preparado adicionando-se 5 mL de 
solução de salina 0,85% a um tubo de ensaio onde foi adicionado o micro-organismo. A 
partir desta suspensão, foi realizada a contagem dos conídios no retículo central de uma 
câmara de Neubauer. O objetivo foi a obtenção de uma suspensão com inóculo de 
concentração de 0,5 a 2,5x 105 UFC/mL. 
 3.6.2.2. Preparação das placas de microdiluição  
Os testes de suscetibilidade frente aos antifúngicos foram realizados com a 
utilização de placa de microdiluição pré-preparadas (dry plates) (Eiken Chemical Co., 
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Tokyo, Japan). Nesse método, os agentes antifúngicos, em diluições seriadas, estão 
adsorvidos na base dos poços da placa de 96 poços. Duas colunas de poços não contêm 
antifúngicos e nessas colunas são dispostos os controles de qualidade positivo (contendo 
apenas o inóculo no meio de cultura RPMI) e negativo (contendo apenas o meio de cultura 
RPMI). Para os testes, foram adicionados 100 µL do meio de cultura RPMI contendo o 
inóculo na concentração final de 0,5 – 2,5 x 104 UFC/mL, inclusive na coluna do controle 
positivo (11ª coluna).  Na coluna do controle negativo (12ª) são adicionados 100 µL de 
RPMI. Foram avaliados AMB, VRZ e ITZ e MCF. Os antifúngicos CPF e PSZ não fazem 
parte da grade de antifúngicos da dry plate. Desta forma, os testes para esses compostos 
foram preparados conforme item 3.6.2.2.1. 
3.6.2.2.1. Concentração inibitória mínima de posaconazol e concentração efetiva 
mínima de caspofungina  
Os antifúngicos PSZ e CPF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foram 
preparados de acordo com a ficha de especificação do fabricante ajustando-se na 
concentração desejada.  
Para preparação da solução estoque dos antifúngicos PSZ e CPF foi pesada uma 
quantidade para que após corrigida a pureza, se obtivesse 12,8 mg de cada antifúngico. 
Os mesmos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, EUA) e água destilada, respectivamente (solução-mãe de 12.800 µg/mL). A solução 
foi armazenada em micro tubos de polipropileno com tampa, mantidos a -20oC por até 6 
meses. As concentrações desejadas foram obtidas a partir da solução mãe e DMSO foi 
utilizado como diluente. 
O teste foi realizado em placas de microtitulação, com fundo em “U” (estéril), 
para onde foram transferidos todos os componentes preparados anteriormente da seguinte 
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forma: 20 µL do antifúngico diluído nas diferentes concentrações até a 10ª coluna; 160 
µL do meio de RPMI 1640 em todas as fileiras e mais 20 µL de inóculo em todos os 
poços, exceto nos da 11ª coluna, que corresponde ao controle negativo. Na 12ª coluna, 
por se tratar do controle positivo de crescimento, não foi adicionado o antifúngico. 
Totalizou-se um volume final de 200 µL, resultando em uma concentração final do 
inóculo de 0,5 – 2,5 x 104 UFC/mL. A faixa de concentração utilizada para PSZ foi de 
0,015-8 mgL-1 e para CPF foi 0,015- 8mgL-1. O antifúngico PSZ foi testado apenas em 
isolados clínicos que apresentaram valores elevados de CIM aos outros antifúngicos 
azólicos e seus respectivos isolados sequenciais. 
3.6.2.3. Leitura da Concentração Inibitória Mínima e Concentração Efetiva Mínima 
As placas foram incubadas na temperatura de 35°C, sendo a leitura da CIM 
realizada após 48 horas de incubação para AMB, ITZ, VRZ e PSZ (100% de inibição de 
crescimento em relação ao controle positivo) e 24 horas para a leitura de CEM das 
equinocadinas CPF e MCF. A leitura foi realizada comparando-se o crescimento fúngico 
de cada poço com o do controle positivo de acordo com o CLSI-M38-A2 (140), com o 
auxílio de um espelho reverso de leitura, que amplifica a imagem (Figura 3). 
 
Figura 3: Placa de microtitulação sobre suporte com espelho reverso para leitura dos 
testes de suscetibilidade in vitro. 
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  Para a leitura da CIM crescimento dos micro-organismos estudados foi 
numericamente determinado, de acordo com os seguintes critérios: 
- escore 4: quando não houve nenhuma redução no crescimento, ou seja 100% de 
crescimento e 0 % de inibição do crescimento; 
- escore 3: quando ocorreu leve redução no crescimento, 80% de crescimento e apenas 
20% de inibição de crescimento em comparação ao do obtido no controle positivo; 
- escore 2: quando houve significante redução no crescimento, isto é 50% de crescimento 
em comparação com o controle positivo do teste e 50% de inibição de crescimento; 
- escore 1: quando ocorreu 20% de crescimento e 80% de inibição de crescimento em 
comparação ao crescimento obtido no controle positivo; 
- escore 0 (zero): para ausência de crescimento visível ou seja, 100% de inibição de 
crescimento em relação ao controle positivo. 
A leitura da CEM para as equinocandinas é realizada pela observação de 
mudanças morfológicas obtidas após exposição ao fármaco. A CEM é determinada pelo 
valor da concentração contida no poço onde ocorrem essas alterações morfológicas. As 
hifas mudam de morfologia em relação ao controle positivo, adquirindo formato com 
aspecto “granulado” (Figura 4), ou seja, a CEM é a mais baixa concentração de 
equinocandina em que é possível observar hifas anormais curtas e ramificadas em 
contraste com hifas longas não ramificadas (controle positivo de crescimento nos poços 
sem antifúngico). 
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Figura 4: Leitura visual da concentração efetiva mínima (CEM). Na imagem, a leitura 
dos valores de CEM das sete amostras avaliadas frente ao antifúngico caspofungina 
(linhas A-G) foi realizada na coluna 6 (0,5 mgL-1). CP: controle positivo, CN: controle 
negativo. 
 
3.6.3. Controle de qualidade 
Para validação dos testes com antifúngicos, foram utilizadas as cepas padrão de 
Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258, Aspergillus flavus 
ATCC 204304 e Aspergillus fumigatus ATCC 204305. Para cada diluição de antifúngicos 
realizou-se o teste de suscetibilidade com as cepas ATCC, tendo seus resultados de CIM 
e CEM comparados com os valores estabelecidos pelo CLSI (exceto para o isolado de A. 
fumigatus, cujos valores não são padronizados pelo CLSI). Não havendo concordância 
com os valores estabelecidos, a diluição de antifúngicos foi desprezada preparando-se 
uma nova diluição até que esta estivesse de acordo com os parâmetros estabelecidos. 
3.6.4. Ponto de corte epidemiológico  
Os valores de PCE foram determinados para os antifúngicos AMB, ITZ e VRZ 
através do cálculo da moda, conforme descrito na literatura  (157, 179, 184).  
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3.6.5. Triagem de resistência  
Os isolados ambientais A. fumigatus, foram semeados em placas de Petri contendo 
ágar Mueller Hinton suplementado com 2% de dextrose, às quais foram incorporados os 
antifúngicos azólicos: ITZ (1mgL-1), VRZ (2 mgL-1) e PSZ (0,5 mgL-1). Foi utilizada uma 
placa sem adição de antifúngico como controle de crescimento.  
3.6.5.1. Inóculo para o teste de Triagem de resistência 
Após o crescimento fúngico de 48 horas a 35°C em tubos contendo ágar batata 
(PDA; Difco, Sparks, Maryland, EUA) o inóculo foi preparado com a utilização de swab 
úmido estéril para realizar movimentos circulares delicados sobre o crescimento fúngico, 
a fim da obtenção somente de conídios. O swab contendo os conídios foi mergulhado em 
um tubo contendo 5mL de solução salina a 0,85%. A concentração do inóculo final foi 
de 5,5 x 104 -2 x 105 UFC/mL. Para os testes, 20μL de suspensão contendo o inóculo 
foram adicionados à superfície das placas contendo o antifúngico diluído em ágar e no 
controle positivo, sem a presença de antifúngicos, para confirmar a viabilidade dos micro-
organismos.  
3.6.5.2. Leitura do teste de triagem  
A leitura do teste de triagem foi feita após 48h de incubação das placas a 35ºC. 
Todos os isolados capazes de crescer no teste foram submetidos ao teste de microdiluição 
de caldo, item 3.6.2. 
3.6.5.3. Controle de Qualidade do teste de triagem 
  As cepas padrão Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258 
e A. flavus ATCC 204304 foram incluídos como controles de qualidade em cada teste. 
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3.7. Sequenciamento de DNA do gene cyp51A  
Essa metodologia é utilizada para o sequenciamento de DNA do gene cyp51A em 
Aspergillus fumigatus, sendo adequada para determinar se a região promotora e a região 
codificante do gene cyp51A possuem mutações que podem conferir resistência a agentes 
antifúngicos da classe dos azólicos (149, 185).  
O sequenciamento do gene cyp51A foi realizado para todos os isolados clínicos 
com elevados valores de CIM frente aos azólicos VRZ (≥ 4 mg L-1) e ITZ (≥ 2 mg L-1) e 
para os respectivos isolados sequenciais dos mesmos pacientes. Todos os isolados 
ambientais de A. fumigatus e aqueles obtidos das culturas de swabs nasais também foram 
submetidos ao sequenciamento do gene cyp51A. Para os A. fumigatus ambientais, o gene 
cyp51A foi estudado em toda a coleção como parte do doutorado sanduíche realizado no 
CDC pelo Programa de Doutorado-sanduíche no Exterior com bolsa financiada pela 
Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (PDSE-CAPES). 
3.7.1. Protocolo de reação em cadeia da polimerase  
A amplificação do DNA extraído (conforme item 3.5.1) foi realizada por PCR, na qual 
foram utilizados os oligonucleotídeos iniciadores CYP51A Foward (5’-
GGCTGGAGATACTATGGCTTTC-3’) e CYP51A Reverse (5’-
GTATAATACACCTATTCCGATCACACC-3’). A PCR foi realizada em um volume 
final de 25μL, contendo água (19,5 μL), tampão de PCR 10x (Roche) (2,5 μL), dNTPs 
(Roche) (0,25 μL), 0,25 μL de cada iniciador (concentração de 20 µM) e 0,125 μL de Taq 
DNA polimerase (Roche) e 2 μL contendo 20-50 ng de DNA genômico da amostra. 
As reações de PCR foram realizadas em termociclador Veriti 96 Well Thermal 
Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Para a realização da PCR foram 
utilizados os parâmetros descritos no quadro 3. 
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Quadro 3: Parâmetros utilizados na reação de PCR para amplificação do gene 
cyp51A de Aspergillus fumigatus 
 
3.7.2. Purificação dos produtos de PCR 
Os amplicons resultantes da reação de PCR foram purificados enzimaticamente 
com a utilização do reagente ExoSAP-IT (USB®Corporation, Cleveland, OH, EUA), de 
acordo com as instruções do fabricante.  
3.7.3. Reação de Sequenciamento 
Após a amplificação, foi realizado sequenciamento do produto de PCR com 4 
pares de oligonucleotídeos iniciadores.  As sequências de cada um dos iniciadores 
utilizados estão expostas no quadro 4. 
Quadro 4: Sequência de bases dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados na 
reação de sequenciamento do gene cyp51A de Aspergillus fumigatus 
 
O sequenciamento foi realizado em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler 
(Applied Biosystems). A reação de sequenciamento foi realizada em um volume final de 
20 µL, contendo água (13 µL), Big Dye buffer 5X (2 µL), Big Dye Terminator v3.1 
(Applied Biosystems; 2 µL) e um primer por tubo (1 µL), na concentração de 3.2 µM e 2 
Parâmetro Temperatura (ºC) Tempo Ciclos
Desnaturação inicial 94 5 min 1
Desnaturação 94 30 s
Anelamento 50 30 s
Extensão 68 4 min
Extensão final 68 5 min 1
Refrigeração 4 ∞
Reação de PCR cyp 51A
35
Iniciador Sequência de bases (5' - 3')
AF1P1F GCATTCTGAAACACGTGCGT
AF1P1R TTGAGCAAGATTGCCGTCAG
AF2P1F TACATGGCCGTTGCGGTGCT
AF2PIR CCTTGAAAGTTCGGTGAATC
AF3PIF TGTGCCACTTATTGAGAAGG
AF3P1R CACGAATAACATGTTGATGG
AF4PIF CTCCGCTCCAGTACAAGGAT
AF4P1R GATGGTTACAACAGTCTCAC
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µL do produto de PCR purificado. Os parâmetros da reação de sequenciamento estão 
descritos no quadro 5.  
Quadro 5: Parâmetros utilizados na reação de sequenciamento do gene cyp51A de 
Aspergillus fumigatus 
 
 3.7.4. Precipitação e lavagem com etanol 
Após a reação de sequenciamento, as amostras passaram por precipitação e lavagem 
com etanol conforme item 3.5.5. O sequenciamento foi realizado no sequenciador 
automático ABI Prism®3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
EUA) para a identificação e validação de mutações na sequência do DNA do gene 
cyp51A. A análise das sequências obtidas foi realizada no programa Geneious 10.0.9 ® 
(Biomatters Ltd 2017) e as sequências obtidas foram comparadas com a sequência do 
isolado suscetível Wild Type, disponível no GeneBank (número de acesso AF338659).  
3.8. Protocolo para Microssatelites de Aspergillus fumigatus 
3.8.1. Reação em cadeia da polimerase (PCR) 
A amplificação do DNA extraído (conforme item 3.5.1) foi realizada por PCR. Os 
marcadores utilizados para tipagem dos isolados de Aspergillus fumigatus foram: STRAf-
2A, STRAf-2B, STRAf-3A, STRAf-3B, STRAf-4A, STRAf-4B, BDA, BDB, BDC e 
BDD (56, 119, 172). As sequências dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados nas 
reações de PCR estão expostas no quadro 6. A fluorescência de cada par de iniciadores 
foi ligada ao 5’ da sequência foward.  
 
Parâmetros Temperatura (ºC) Tempo Ciclos
Desnaturação inicial 96 1 min 1
Desnaturação 96 10 s
Anelamento 50 5 s
Extensão 60 4 min
Refrigeração 4 ∞
Reação de sequencianento
25
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Quadro 6: Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados na reação de 
microssatelites de Aspergillus fumigatus 
 
 A PCR foi realizada em um volume final de 25μL e a reação foi realizada 
conforme quadro 7. 
Quadro 7: Reagentes para a reação de PCR para a técnica de microssatélites de 
Aspergillus fumigatus  
Reagentes Quantidade por reação (µL)
H2O 18.875
10X  Buffer Roche 2.5
DMSO 0.75
dNTPs 0.25
 Iniciador forward  (20 mM) 0.25
Iniciador reverse  (20 mM) 0.25
Roche TaqPolimerase 0.125
DNA 2
Reação de PCR - Microssatélites
 
 
As PCR foram realizadas em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Para a realização da PCR foram utilizados 
os parâmetros descritos no quadro 8. 
 
 
Iniciador Sequência (5'- 3') Marcador
Straf-2A F: AA GGG TTA TGG CCA TTA GGG                R: GAC CTC CAG GCA AAA TGA GA FAM
Straf-2B F: TA TTG GAT CTG CTC CCA AGC                  R: GAG ATC ATG CCC AAG GAT GT HEX
Straf-3A F: GC TTC GTA GAG CGG AAT CAC                 R: GTA CCG CTG CAA AGG ACA GT FAM
Straf-3B F: CA ACT TGG TGT CAG CGA AGA                R: GAG GTA CCA CAA CAC AGC ACA HEX
Straf-4A F: TT GTTT GGC CGC TTT TAC TTC                   R: GAC CCA GCG CCT ATA AAT CA FAM
Straf-4B F: CG TAG TGA CCT GAG CCT TCA              R: GGA AGG CTG TAC CGT CAA TCT HEX
BDA F: GC CTA CGA TGA CCG AAA TGA              R: CTG TTT TGA GAA GCG GAT GG FAM
BDB F: TT GCC ATC GCT TGT CAT AGA                R: GCA GGT GGT TCA ATA GGA CAG HEX
BDC F: CG AAC TCT CCC CTG CAA ATC                R: GAT GCC GCT GGT GGT GTT GT FAM
BDD F: AG GGA TAC GGC TAC GGA CAA               R: AAA GCG TCT GTC AGC GTG TCT HEX
 Oligonucleotídeos iniciadores para análise de microssatelites de A. fumigatus 
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    Quadro 8: Parâmetros da PCR para a técnica de microssatélites de Aspergillus 
fumigatus 
 
Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5% a 
100 v por 30 minutos. Para a corrida, utilizou-se 5 µL do produto de PCR e 1 µL de 
corante azul loading dye. Após amplificação, o DNA de cada amostra foi unido com o 
seu respectivo locus, num volume final de 10 µL (5 µL de cada produto de reação), por 
exemplo: 2A+2B; 3A+3B; 4A+4B; BDA+BDB; BCD+BDD. 
 Depois de misturadas, as amostras foram adicionadas a um mix pré-preparado. O 
mix é preparado com 9 µL de HI-DITM (Applied Biosystems, Warrington, UK) e 0,5µL 
de GeneScan™ 500 ROX™. O mix foi aplicado nos poços da placa de 96 poços e então 
0,5 µL de cada amostra de DNA foi adicionada. A placa foi então incubada a 96 oC por 3 
minutos. Em seguida, a placa contendo as amostras foi colocada em gelo por dois 
minutos. Após essas etapas, a placa está pronta para ser levada ao sequenciador. A análise 
dos picos de fragmentos obtidos foi realizada no programa Peak ScannerTM (Software 
v1.0 - Thermo Fisher Scientific). Os resultados foram avaliados com a utilização da 
ferramenta e-Burst V3 Imperial College London 2017. 
3.9. Análise de prontuários 
Para os pacientes com isolados clínicos de A. fumigatus que foram considerados 
resistentes, foi feita consulta dos prontuários. Foram identificadas as possíveis doenças 
Parâmetro Temperatura (ºC) Tempo Ciclos
Desnaturação inicial 94 5 min 1x
Desnaturação 94 30 s
Anelamento 60 30 s
Extensão 72 1 min
Desnaturação 94 30 s
Anelamento 52 30 s
Extensão 72 1 min
Extensão final 72 2 min 1X
Regrigeração 4 ∞
16X
18x
Reação PCR para técnica de Microssatélites 
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de base, fatores de risco, infecções concomitantes, outros tratamentos que possam ter 
favorecido as infecções por A. fumigatus (ficha de consulta no Anexo 2). 
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4. Resultados 
4.1. Isolados clínicos 
Dos 234 isolados armazenados por até 15 anos, foi possível a reativação de 229 
isolados e a identificação de 11 diferentes espécies de Aspergillus: A. fumigatus (n=170, 
74%); A. flavus (n=27, 12%); A. terreus (n=11); A. niger (n=8); Aspergillus tubingensis 
(n=2); Aspergillus parasiticus (n=3); Aspergillus clavatus (n=2); A. nidulans (n=2); 
Aspergillus sydowii (n=2); Aspergillus ochraceus (n=1); Neosartorya hiratsukae (estágio 
sexuado de reprodução; n=1). A identificação molecular da região ITS4/5 e β-tubulina 
2A/2B pode ser visualizada no Apêndice 3. A espécie A. fumigatus representa 74% dos 
isolados estudados, sendo a segunda espécie mais comum a espécie A. flavus, 
representando 12% dos isolados.  
4.2. Isolados ambientais 
4.2.1. Coletas de ar 
Durante o ano de 2015 foram obtidos e identificados (utilizando o gene da β-
tubulina2A/2B, Apêndice 4) 123 Aspergillus spp., sendo 62 (50%) isolados de A. 
fumigatus, 24 isolados do complexo A. niger (A. niger, Aspergillus japonicus, Aspergillus 
brasiliensis e A. tubingensis); 22 isolados do complexo A. flavus (A. flavus, Aspergillus 
arachidicola, A. parasiticus, Aspergillus chungii, Aspergillus sojae e Aspergillus oryzae); 
oito do complexo A. nidulans (A. nidulans, Aspergillus unguis e A. sydowii) quatro A. 
terreus;; um isolado do complexo A. ustus e um do complexo A. clavatus, identificado 
como Aspergillus clavatonanicus e um isolado permaneceu como Aspergillus sp.. Setenta 
e cinco isolados foram obtidos na unidade de Hematologia, 16 na unidade de TMO e 32 
isolados foram obtidos nos corredores das mesmas unidades, sendo estes também 
incluídos no presente trabalho. 
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Ao comparar as estações do ano quanto a contagem de UFC de fungos 
filamentosos em geral (Tabela 1), foi possível observar que, no inverno, a contagem de 
UFC foi significativamente menor (p=0.0348) do que nas demais estações do ano. Houve 
diferença significativa de UFC de fungos filamentosos entre Hematologia e TMO, sendo 
na Hematologia maior do que na unidade TMO (p˂0.0001). A unidade de Hematologia 
não possui filtros de ar e era esperado que uma contagem maior fosse observada nessa 
unidade em todas as estações. Ao avaliar a contagem de Aspergillus spp. obtida em cada 
unidade por estação, não houve diferença significativa (Hematologia: p =0.0671; TMO: 
p = 0.1752). Ao analisar cada unidade quanto a variedade de espécies de Aspergillus, 
também não foi observada diferença significativa em cada estação (Hematologia: 
p=0.3070; TMO: p= 0.7674).  
Tabela 1: Contagem de unidades formadoras de colônias de fungos obtidas em cada 
coleta de ar nas unidades de Transplante de Medula Óssea e Hematologia 
 
 
4.2.2. Coletas de swab nasal 
Foi realizada a coleta de 35 swabs de mucosa nasal de 31 pacientes que ocupavam 
os leitos dos quartos de onde foram realizadas as coletas de ar ao longo do ano de 2015. 
Uma única cultura de um paciente da unidade de TMO foi positiva para Aspergillus sp. 
(LIF 2536). O paciente tinha leucemia mieloide aguda como doença de base. Durante o 
Unidade Estação Tmin/ UR T max e UR Contagem FF Contagem de Aspergillus
TMO Verão 18°C/71,6% 28,8°C/64,2% 16 0
Outono 18,6°C/78% 29,5°C/45% 11 9
Inverno 9,8°C/82% 23,5°C/34% 3 1
Primavera 21°C/73% 34°C/36% 24 6
Unidade Estação Tmin/ UR T max e UR Contagem FF Contagem de Aspergillus
Hematologia Verão 18°C/71,6% 28,8°C/64,2% 289 18
Outono 18,6°C/78% 29,5°C/45% 198 20
Inverno 9,8°C/82% 23,5°C/34% 119 5
Primavera 21°C/73% 34°C/36% 115 32
TMO: Unidade de Transplante de medula óssea; Tmin/ UR: Temperatura mínima e umidade relativa; T max e 
UR: temperatura máxima e umidade relativa; FF: fungos filamentosos
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período das coletas, um paciente da unidade de Hematologia, que teve três swabs 
colhidos, com resultados negativos, apresentou uma cultura de lavado brônquico positiva 
para Aspergillus sp. (LIF 2471). Ambos os isolados (LIF 2536 e LIF 2471) foram 
identificados como sendo A. fumigatus por testes morfológicos e sequenciamento de 
DNA.  
4.3. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração efetiva 
mínima (CEM) 
Na Tabela 2 é possível visualizar os intervalos de CIM e CEM obtidos de 228 
Aspergillus spp. (um A. fumigatus não cresceu nos testes) clínicos avaliados frente aos 
antifúngicos AMB, ITZ, VRZ, MCF, CPF (186). No Apêndice 6 é possível a visualização 
de todos os resultados de CIM e CEM obtidos para cada isolado clínico. 
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Tabela 2: Intervalos de CIM e CEM obtidos contra Aspergillus spp. clínicos e cepas padrão 
frente a 5 antifúngicos 
 
Na Tabela 3 é possível a visualização da distribuição do número de isolados em 
cada valor de concentração para cada antifúngico. Os PCE para cada antifúngico estão 
destacados com um (*) na tabela. 
 
 
 
 
Parâmetro AMB ITZ VRZ Parâmetro MCF 24hs CPF 24 hs
A. fumigatus (169) intervalo de CIM 0,25 - 8 0,25 - 4 0,25 - 8 intervalo de CEM ≤0,015 - 0,03 0,06 - 0,5
CIM50 1 1 1 CEM50 ≤0,015 0,25
CIM90 2 1 2 CEM90 0,03 0,25
A. flavus (27) intervalo de CIM 1 - 4 0,125 - 1 0,5 - 2 intervalo de CIM ≤0,015 - 0,06 0,125 - 0,5
CIM50 2 0,5 1 CEM50 0,03 0,5
CIM90 4 0,5 1 CEM90 0,06 0,5
A. parasiticus (3) intervalo de CIM 2 - > 16 0,25 - 0,5 1 - 2 intervalo de CEM 0,03 0,25 - 0,5
CIM50 8 0,5 1 CEM50 0,03 0,25
CIM90 > 16 0,5 2 CEM90 0,03 0,5
A. terreus  (11) intervalo de CIM 2 - > 16 0,25 - 2 0,5 - 2 intervalo de CEM ≤0,015 0,25
CIM50 2 1 2 CEM50 ≤0,015 0,25
CIM90 > 16 1 4 CEM90 ≤0,015 0,25
A. niger (8) intervalo de CIM 0,5 - 1 1 - 4 1 - 2 intervalo de CEM ≤0,015 0,25
CIM50 0,5 1 2 CEM50 ≤0,015 0,25
CIM90 1 2 2 CEM90 ≤0,015 0,25
A. tubingensis (2) CIM 0,5 - 1 0,5 - 2 1 - 4  CEM ≤0,015 0,25
A. clavatus (2) CIM 0,25-1,0 1,0-2,0 2  CEM ≤0,015-0,03 0,5-1,0
A. nidulans (2)  CIM 2,0-4,0 0,5-1,0 0,25-1,0  CEM ≤0,015-0,03 0,125-0,5
A. sydowii (2) CIM 1,0-4,0 1,0-2,0 1,0-2,0  CEM ≤0,015 0,06-0,25
A. ochraceus (1)  CIM 4 1 0,5  CEM ≤0,015 0,5
Neosartorya hiratsukae  (1)  CIM 1 1 1  CEM ≤0,015 0,25
Parâmetro AMB ITZ VRZ Parâmetro MCF 24hs CPF 24 hs
Candida parapsilosis ATCC 22019 CIM 1,0 0,125 0,03  CEM 0,5 1
Candida krusei ATCC 6258 CIM 1,0 0,125 0,25  CEM 0,06 1
Aspergillus flavus ATCC 204304 CIM 2,0 0,5 0,5  CEM ≤0,015 0,25
CIM: concentração inibitória mínima; AMB: anfotericina B; ITZ: itraconazol; VRZ: voriconazol; CIM50/CIM90: concentração inibitória mínima
capaz de inibir 50 e 90% dos isolados; CEM: concentração efetiva mínima; MCF: micafungina; CPF: caspofungina; CEM50/CEM90:
concentração efetiva mínima capaz de inibir 50 e 90% dos isolados
Aspergillus   (n) 
Cepas de Referência
CIM/CEM (mg L-1) 
CIM/CEM (mg L-1) 
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Tabela 3: Distribuição do número de Aspergillus spp. em cada concentração inibitória mínima 
(CIM) em mgL-1 dos antifúngicos anfotericina B, itraconazol e voriconazol  
 
Entre os 169 isolados de A. fumigatus (um isolado não cresceu nos testes), 3 
(1,8%) apresentaram valores de CIM para ITZ acima do PCE, e 40 (24%) apresentaram 
valores de CIM para VRZ acima do PCE. Para a AMB, 47 isolados de 33 pacientes 
apresentaram CIMs ≥ 2 mg L-1. O PCE para AMB foi de 1 mg L-1 para A. fumigatus e o 
CIM50 e CIM90 foram 1,0 e 2,0 mg L-1, respectivamente. 
Excluindo a espécie A. terreus (n=11), que é naturalmente resistente à AMB, 75 
(35%) isolados testados apresentaram CIM ≥ 2 mg L-1 para este fármaco. Para isolados 
de A. flavus, 22 de 27 (81%) apresentaram CIM ≥ 2 mg L-1 e, para isolados de A. 
fumigatus, 47 (28%) dos 169 isolados apresentaram CIM ≥ 2 mg L-1. Isso equivale a 13 
dos 15 pacientes (87%) com A. flavus e a 33 dos 76 pacientes (43%) com A. fumigatus 
com, ao menos, um isolado com CIM ≥ 2 mg L-1. 
4.4. Triagem de resistência  
Todos A. fumigatus ambientais foram submetidos à triagem de resistência frente 
aos antifúngicos ITZ, VRZ e PSZ (Apêndice 7). Três isolados foram capazes de crescer 
0,13 0,25 0,5 1 2 4 8 16
A. fumigatus (169) AMB 1 15 106* 42 3 2
ITZ 1 79 86* 2 1
VRZ 1 38 90* 31 7 2
A. flavus (27) AMB 5 16* 6
ITZ 2 6 17* 2
VRZ 13* 13 1
A. terreus (11) AMB 8* 1 2
ITZ 2 9*
VRZ 1 1 5* 4
A. niger (8) AMB 6* 2
ITZ 5* 2 1
VRZ 3 5*
Espécie de Aspergillus 
(n)
Agente 
antifúngico
Distribuição de CIMs  (mg L-1)
CIM: concentração inbitória mínima; *Ponto de corte epidemiológico (PCEs) para cada antifúngico 
na amostra; AMB: afotericina B; ITZ: itraconazol; VRZ: voriconazol
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no teste de triagem do ITZ (Tabela 4). No entanto, seus respectivos valores de CIM foram 
0,5 mgL-1, e também não apresentaram mutações no gene cyp51A (apêndice 7). 
            Tabela 4: Resultados do teste de triagem e a CIM dos três isolados ambientais de 
Aspergillus fumigatus que cresceram no meio contendo o antifúngico ITZ 
  
4.5. Sequenciamento do gene cyp51A de Aspergillus fumigatus 
Os pacientes com isolados que apresentaram elevados valores de CIM frente a 
algum dos azólicos (VRZ ≥ 4 mg L-1 e ITZ ≥ 2 mg L-1) tiveram seus isolados e os 
respectivos isolados sequenciais estudados quanto a presença de mutação no gene 
cyp51A. Os resultados obtidos podem ser visualizados na Tabela 5, onde estão os dez 
isolados que apresentaram valores elevados de CIM (em vermelho) a um dos azólicos 
VRZ e ITZ ou a ambos, além os valores de CIM obtidos frente ao composto PSZ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AF 9 C 0,5 SC SC
AF 24 C 0,5 SC SC
AF 25 C 0,5 SC SC
CIM: concentração inibitória mínima; ITZ: itraconazol; VRZ: 
voriconazol, PSZ: posaconazol; C: crescimento; SC: sem 
crescimento
LIF
Teste de triagem de resistência
CIM 
ITZmgL-1
ITZ 
1mgL-1
VRZ 
2mgL-1
PSZ 
0,5mgL-1
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Tabela 5: Substituições de aminoácidos obtidas com o sequenciamento do gene cyp51A de isolados 
clínicos de Aspergillus fumigatus com elevados valores de CIM (em vermelho) frente aos antifúngicos 
azólicos e os respectivos isolados dos mesmos pacientes 
 
As substituições de aminoácidos encontradas (F46Y, M172V, N248T, D255E e 
E427K) não são associadas com o fenótipo de resistência aos antifúngicos azólicos. Não 
foram observadas mutações já associadas com resistência nos isolados clínicos com 
elevados valores de CIM. 
Todos A. fumigatus ambientais e o isolado obtido da cultura de swab nasal (LIF 
2536) e o isolado LIF2471 (obtido de amostra clínica de lavado brônquico de um paciente 
que estava na unidade de Hematologia durante o período das coletas de ar) foram 
estudados quanto a presença de mutações no gene cyp51A. Os resultados do 
sequenciamento podem ser visualizados no Apêndice 7 e os isolados que apresentaram 
alguma troca de aminoácido resultante de mutação de ponto estão expostos na Tabela 6. 
Paciente AMB ITZ VRZ PSZ F46Y M172V N248T D255E E427K TR34 TR46
79 2 1 1 0,5 + + + + + _ _
80 2 2 4 1 + + + + + _ _
91 2 0,5 1 0,25 _ _ _ _ _ _ _
95 2 1 4 1 _ _ _ _ _ _ _
97 1 2 2 1 + + + + + _ _
98 1 1 1 0,25 + + + + + _ _
388 2 0,5 2 1 _ _ _ _ _ _ _
411 1 1 4 1 _ _ _ _ _ _ _
401 2 0,5 0,5 0,5 _ _ _ _ _ _ _
402 1 1 1 0,5 + + + + + _ _
403 1 1 4 1 + + + + + _ _
603 0,5 0,5 1 0,25 _ _ _ _ _ _ _
649 1 0,5 1 0,25 _ _ _ _ _ _ _
651 0,5 0,5 1 0,125 _ _ _ _ _ _ _
697 0,5 0,5 4 0,5 _ _ _ _ _ _ _
770 5 4 1 4 2 _ _ _ _ _ _ _
824 1 1 1 0,25 _ _ _ _ _ _ _
885 1 1 8 1 _ _ _ _ _ _ _
1169 0,5 1 4 0,5 _ _ _ _ _ _ _
1175 0,5 1 2 0,5 _ _ _ _ _ _ _
1546 1 1 1 0,25 _ _ _ _ _ _ _
1553 1 1 1 0,25 _ _ _ _ _ _ _
1569 2 1 1 0,25 _ _ _ _ _ _ _
1889 1 4 8 1 _ _ _ _ _ _ _
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CIM: concentração inibitória mínima; AMB: anfotericina B; VRZ: voriconazol; ITZ: itraconazol; PSZ: posaconazol; (+): presença de
mutação;  (-): ausência de mutação
Substituição de aminoácidos na proteína CYP51A
91
83
88
37
22
CIM (mg L-1)
LIF
3
76
83 
 
Dos 62 isolados sequenciados, 12 apresentaram troca de aminoácidos derivadas de 
mutações de ponto. Da mesma forma que o conjunto de mutações F46Y, M172V, N248T, 
D255E e E427K, a troca de aminoácidos N248K, encontrada na maioria dos isolados 
ambientais, não está relacionada com resistência aos antifúngicos azólicos.  
Tabela 6: Trocas de aminoácidos encontradas no sequenciamento do gene cyp51A dos 
Aspergillus fumigatus ambientais 
 
Não foram observadas mutações associadas com resistência no gene cyp1A nos 
isolados sequenciados, nem mesmo nos A. fumigatus clínicos que apresentaram valores 
elevados de CIM frente a algum dos azólicos, o que sugere que outros mecanismos podem 
estar envolvidos no fenótipo de resistência desses micro-organismos.  
4.6. Análise de microssatélites de Aspergillus fumigatus 
Os resultados de microssatélites obtidos com a utilização do software Peak 
Scanner estão expostos nos Apêndices 7 (isolados ambientais) e 8 (isolados clínicos). A 
Figura 5 foi obtida com a utilização da ferramenta e-Burst a partir dos resultados 
encontrados. A figura mostra 109 isolados clínicos de A. fumigatus de 36 pacientes que 
foram submetidos a metodologia de microssatélite (há mais de um isolado por paciente). 
F46Y M172V N248T D255E E427K N248K
AF27 _ _ _ _ _ + _ _
AF29 _ _ _ _ _ + _ _
AF102 _ _ _ _ _ + _ _
AF103 _ _ _ _ _ + _ _
AF104 _ _ _ _ _ + _ _
AF105 _ _ _ _ _ + _ _
AF109 _ _ _ _ _ + _ _
AF126 + + + + + _ _ _
AF143 _ _ _ _ _ + _ _
AF147 _ _ _ _ _ + _ _
AF152 _ _ _ _ _ + _ _
AF167 _ _ _ _ _ + _ _
LIF
 Troca de aminoácidos derivada das mutações de ponto TR34 TR46
(+): presença de mutação; (-): ausência de mutação
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Na figura, é possível observar a relação entre isolados de um mesmo paciente e entre 
isolados de diferentes pacientes. A identificação dos pacientes na figura (P) corresponde 
a identificação obtida com a utilização ferramenta e-Burst (Apêndice 8). Genótipos 
relacionados são conectados por linhas: uma linha preta é equivalente a uma diferença de 
um locus e uma linha azul é equivalente a diferença de dois locus. O tamanho do círculo 
é proporcional ao número de isolados que compartilham o mesmo genótipo. 
 
Figura 5: Relação genética de 109 isolados sequenciais de Aspergillus fumigatus obtidos 
de 36 pacientes.  
 
 
 Na Figura 6 está exposto (em separado) o complexo clonal envolvendo 6 A. 
fumigatus, obtidos de 3 pacientes: paciente 18 (P11), paciente 76 (P2) e paciente 83 (P4) 
hospitalizados de 2001 a 2006 e os demais isolados dos mesmos pacientes (fora do 
complexo clonal). A figura foi obtida com a utilização da ferramenta e-Burst. Interessante 
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destacar que todos os isolados pertencentes ao complexo clonal  possuem as mesmas 
substituições de aminoácidos obtidas de mutações de ponto no gene cyp51A (Tabela 7).  
 
Figura 6: Complexo clonal envolvendo seis isolados de Aspergillus fumigatus, coletados 
de três pacientes (P11=paciente 18, P2=paciente 76 e P4= paciente 83) hospitalizados de 
2001 a 2006, obtido por análises realizadas no e-Burst. 
 
Os pacientes 18 (P 11) e 83 (P4) estavam no hospital ao mesmo tempo, mas nunca 
no mesmo quarto. O paciente 83 (P4) era um fumante com doença pulmonar obstrutiva 
crônica com enfisema, que foi a óbito logo após o diagnóstico. O paciente 76 (P 2) 
apresentava leucemia mielóide crônica e recebeu AMB por alguns dias antes de falecer. 
O paciente teve dois isolados (2P2 e 1P2) que não fazem parte do complexo clonal, ou 
seja, são genótipos diferentes. O paciente 18 (P11) é portador da síndrome hiper-IgE. Esse 
paciente recebeu itraconazol, foi submetido à lobectomia do lobo superior esquerdo 
devido ao aspergiloma e continua sendo monitorado no HC-Unicamp. O paciente teve 
dois isolados em 2006 (4P11 e 3P11) que não fazem parte do complexo clonal. 
 
 
86 
 
Tabela 7: Resultados de CIM e do sequenciamento do gene cyp51A obtidos dos pacientes cujos 
Aspergillus fumigatus fazem parte de um complexo clonal (em vermelho) 
  
Na figura 7, é possível visualizar a relação genética entre os isolados ambientais, 
identificados com a letra “E” e seus correspondentes números de identificação. Os 
isolados ambientais demonstraram alta diversidade genética. Os isolados 102 e 105 são 
idênticos, sendo que apenas o E102 pode ser visto na figura, com círculo maior. Os 
isolados LIF 2536 (obtido da cultura de swab nasal) e LIF2471 (obtido de amostra clínica 
de lavado brônquico de um paciente que estava na unidade de Hematologia durante o 
período das coletas de ar) foram comparados com os isolados ambientais, mas nenhuma 
relação genética foi observada entre eles. 
 
 
 
 
 
 
E-burst ID P LIF Data amostra clínica AMB ITZ VRZ PSZ F46Y M172V N248T D255E E427K TR34 TR46
1P11 363 10/04/2003 Escarro 2 0,5 0,5 0,5 + + + + + _ _
2P11 379 28/05/2003 Líquido pleural 2 1 1 0,25 + + + + + _ _
3P11 769 09/01/2006 Escarro 0,5 0,5 1 0,25 _ _ _ _ _ _ _
4P11 900 11/08/2006 Escarro 1 1 2 0,25 NR NR NR NR NR _ _
1P2 91 05/04/2001 Escarro 2 0,5 1 0,25 _ _ _ _ _ _ _
2P2 95 01/05/2001 Escarro 2 1 4 1 _ _ _ _ _ _ _
3P2 97 04/05/2001 Lavado brônquico 1 2 2 1 + + + + + _ _
4P2 98 04/05/2001 fibrina 1 1 1 0,25 + + + + + _ _
1P4 401 24/07/2003 Escarro 2 0,5 0,5 0,5 _ _ _ _ _ _ _
2P4 402 25/07/2003 Escarro 1 1 1 0,5 + + + + + _ _
3P4 403 28/07/2003 Escarro 1 1 4 1 + + + + + _ _
CIM: concentração inibitória mínima; P: paciente; AMB: anfotericina B; VRZ: voriconazol; ITZ: itraconazol; PSZ: posaconazol; (+):
presença de mutação; (-): ausência de mutação; NR: não realizado
CIM (mgL-1)
18
76
83
Substituição de aminoácido na proteína CYP 51A
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 Figura 7: Relação genética entre 62 isolados ambientais de Aspergillus fumigatus  
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Os nove pacientes que apresentaram A. fumigatus resistentes aos azólicos tinham 
como doença de base: aids (n=4); leucemia mielóide crônica (n=2); doença pulmonar 
obstrutiva crônica (n=1);  bronquiectasia (n=1) e síndrome hiper-IgE (n=1), todas 
associadas à imunodeficiência. Os fatores de risco apontados foram:    tuberculose com 
formação de cavernas no pulmão, uso de antifúngico não alvo-específico, não adesão ao 
tratamento por parte dos pacientes, dificuldade de diagnóstico laboratorial, atraso no 
início do tratamento e falha na interpretação de achados clínicos e sintomas. Infecções 
concomitantes como a tuberculose e pneumonias de repetição foram achados comuns em 
tais pacientes e podem mascarar uma possível infecção fúngica. Em alguns casos, 
pacientes realizaram tratamentos profiláticos com FCZ, antifúngico que não é eficaz 
contra A. fumigatus, o que pode ter propiciado a colonização e posterior infecção por esse 
micro-organismo. 
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5. Discussão 
Indivíduos imunodeficientes são mais suscetíveis às doenças oportunistas 
causadas por diversos micro-organismos. A incidência de IFI aumentou nos últimos anos 
devido à expansão do número de pacientes suscetíveis (187). Apesar das diversas opções 
terapêuticas existentes, a taxa de mortalidade por IFI permanece alta. Infecções causadas 
por fungos levam um milhão e meio de pessoas a óbito no mundo a cada ano (10). O 
gênero Aspergillus aparece como o mais importante gênero de fungo filamentoso 
causador de micose sistêmica, especialmente em pacientes com estado imunológico 
debilitado (10).  
Uma pessoa inala centenas de conídios de diversas espécies de Aspergillus a cada 
dia. No hospedeiro saudável, os conídios são facilmente eliminados pelas defesas 
pulmonares inatas como o movimento mucociliar e macrófagos pulmonares (188). A 
inalação de conídios é a principal via de aquisição, devido à alta incidência de conídios 
presentes no ar. Portanto, os conídios podem ser inalados e colonizar os seios nasais, 
evoluindo posteriormente para o trato respiratório inferior em diversas circunstâncias 
(79). Além disso, os conídios também podem ser inoculados no hospedeiro humano por 
trauma, causando infecções cutâneas e ceratite fúngica (189, 190). 
No presente estudo, a espécie A. fumigatus foi identificada em 74% dos isolados 
clínicos estudados, seguida por A. flavus, A terreus e A. niger (Apêndice 3). 
Características físicas dos conídios como tamanho e hidrofobicidade, somados a 
capacidade de crescer em qualquer ambiente e em ampla variedade de temperatura (44) e 
capacidade de evasão imune, são algumas das características que ajudam a explicar o 
sucesso de adaptação da espécie A. fumigatus, fazendo desta a principal espécie causadora 
de aspergilose (44) na maioria das regiões do globo, seguida de A. flavus. Alguns países 
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como Índia, Arábia Saudita, Sudão e Taiwan têm A. flavus como a espécie mais 
comumente isolada (34-36) a partir de amostras clínicas.  
Coletas de amostras de ar foram realizadas durante um ano em unidades de TMO 
e Hematologia em no HC-Unicamp. O hospital está localizado em uma área cercada por 
fazendas de cultivo de soja e canola, que podem ser uma fonte potencial de fungos 
filamentosos isolados no ar hospitalar, uma vez que as espécies são principalmente 
patógenos ou colonizantes de plantas e contaminantes de ar. O HC-Unicamp se localiza 
em uma área de clima tropical com invernos secos e verões muito quentes e chuvosos. A 
associação entre o clima e o desenvolvimento da aspergilose é pouco conhecida. No 
presente estudo, não foi possível encontrar uma correlação entre as estações e a frequência 
de isolados de Aspergillus spp. recuperados no ar do hospital. Foi possível observar uma 
diferença significativa quanto a contagem de UFC de fungos filamentosos, sendo o 
inverno a estação com a menor contagem. Como apenas uma coleta por estação foi 
realizada, a mesma pode não ser representativa de toda uma estação (Tabela 1). 
Como a unidade hematológica não possui ar controlado, o maior número de 
isolados de Aspergillus spp. (n=75) e a diversidade de espécies de Aspergillus pode 
representar a condição aérea externa.  
Historicamente, a aspergilose era considerada uma infecção nosocomial, 
principalmente porque os diagnósticos eram realizados, em sua maioria, após longos 
períodos de internação. Nos últimos anos, essas infecções têm sido relatadas tardiamente 
em pacientes que passaram por transplante de células hematopoiéticas, o que seria 
sugestivo de infecção ambiental (191, 192). Na verdade, a infecção pode ocorrer em 
ambos os ambientes dependendo da exposição do paciente e de sua capacidade 
imunológica.  
91 
 
Como as espécies de Aspergillus exibem um alto grau de heterogeneidade, a 
exposição pode ser um evento clonal ou não-clonal, determinando que fontes nosocomiais 
ou ambientais de infecção podem estar envolvidas. Além disso, o inóculo e o período de 
incubação necessários para a infecção são altamente variáveis e difíceis de definir, 
limitando o conhecimento da história natural da infecção (193). A epidemiologia das 
infecções fúngicas ambientais é largamente influenciada por condições meteorológicas, 
que variam em regiões de endemicidade (194, 195). No entanto, o impacto das variáveis 
ambientais sobre a incidência de AI não é bem definido e, provavelmente, varia de acordo 
com a geografia, riscos do hospedeiro e outros fatores que levam a situações de surto de 
infecção por Aspergillus spp., como obras de demolição (193).  
No presente estudo, de apenas um paciente foi obtida a cultura de swab positiva 
para A. fumigatus na cavidade nasal. O paciente estava internado na unidade de TMO e 
tinha leucemia mielóide aguda como doença de base. Apesar de o paciente não ter outras 
amostras clínicas com crescimento do micro-organismo, testes positivos de galactomana 
em soro e lavado brônquico, confirmaram a infecção.  
Aspergillus spp. geralmente pode colonizar o trato respiratório superior, onde o 
progresso da infecção requer a penetração dos conídios nas vias aéreas inferiores, o que 
está associado com a germinação e invasão tecidual (196). Dado o pequeno tamanho (2–
3µm) dos conídios, estes podem alcançar o parênquima pulmonar pelas vias aéreas (188). 
Fatores predisponentes como imunidade prejudicada e doenças pulmonares subjacentes 
podem levar à aspergilose. No entanto, pode ser um grande desafio ao clínico diferenciar 
entre a colonização do pulmão e a infecção fúngica ativa (197). 
Com o aumento das micoses sistêmicas e oportunistas nos últimos anos, devido 
ao aumento do número de indivíduos imunocomprometidos, o estudo do perfil de 
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suscetibilidade aos antifúngicos se torna essencial para a compreensão do comportamento 
desses micro-organismos e acompanhamento do possível surgimento de isolados 
resistentes (198). Embora a resistência aos azólicos tenha sido relatada em seis 
continentes, pouco se sabe sobre a frequência real da resistência em Aspergillus spp. 
globalmente, principalmente porque a maioria dos centros médicos não realiza testes de 
suscetibilidade de maneira rotineira (164). 
Dez isolados clínicos, isolados de 9 pacientes, apresentaram valores elevados de 
CIM para, pelo menos, um dos azólicos (Tabela 5). Como previamente citado, o gene 
cyp51A de A. fumigatus é um gene envolvido na via de biossíntese de ergosterol. 
Mutações nesse gene podem levar a resistência aos antifúngicos azólicos. Geralmente, 
dois grupos de mutações podem ser reconhecidos: 1) mutações de origem ambiental e 2) 
mutações devido à terapia azólica de longa duração. As mutações de resistência de origem 
ambiental mais comuns são TR34/L98H e TR46/Y121F/ T289A e já foram relatadas 
globalmente (164). Além disso, outras mutações de resistência de origem ambiental 
menos prevalentes foram descritas, incluindo TR53, além de três e quatro repetições de 
TR46 (199). O segundo grupo de mutações de resistência consiste em mutações pontuais 
no gene cyp51A levando a substituições de aminoácidos em diversas posições, incluindo 
G54, M220, P216, G138 e G448, entre outras (164).  
Estudos foram feitos para obter mais informações sobre a origem e propagação desta 
resistência (164, 200). A genotipagem de A. fumigatus epidemiologicamente e 
geograficamente não relacionadas mostrou uma diversidade genética menor entre os 
isolados contendo TR34/L98H e TR46/ Y121F/T289A em comparação com os isolados 
do tipo selvagem, o que sugere que cada mutação pode ter se originado de um genótipo 
ancestral comum. Essas informações levantam questões sobre a possível existência 
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prévia desses mutantes antes do contato com azólicos e o efeito da pressão seletiva 
causada pelos compostos azólicos após exposição aos mesmos.  
O sequenciamento do gene cyp51A de A. fumigatus foi realizado para todos os 
isolados ambientais (Apêndice 7 e Tabela 6) e para um número limitado de isolados 
clínicos (Tabela 5) sendo sequenciados apenas os isolados com fenótipo de resistência 
aos antifúngicos azólicos e os respectivos isolados pertencentes aos mesmos pacientes. 
Numerosas substituições de aminoácidos foram detectadas, incluindo F46Y, M172V, 
N248T, D255E, E427K e N248K. Embora essas substituições de aminoácidos derivadas 
de mutações de ponto sejam frequentemente relatadas em A. fumigatus de pacientes 
submetidos à terapia de longa duração com  azólicos (158, 159, 201), elas foram 
detectadas em isolados suscetíveis e, provavelmente, não contribuem para a resistência.  
Estima-se que 10% dos casos de resistência aos azólicos não sejam mediados por 
mutações no gene cyp51A (202). Outros mecanismos de resistência já foram descritos 
(203). Além disso, é bastante provável que vários outros mecanismos, ainda não 
caracterizados, estejam envolvidos na resistência de A. fumigatus.  
Os isolados clínicos com elevados valores de CIM para os azólicos não 
apresentaram mutação relacionada com resistência no gene cyp51A (Tabela 5). Esses 
resultados indicam o possível envolvimento de outros mecanismos de resistência. como 
superexpressão dos genes cyp51A e cyp51B (204, 205), bombas de efluxo, 
transportadores de drogas, degradação de drogas ou superexpressão dos transportadores 
ABC (206). 
Estudo de Snelders e colaboradores (150) avaliou 76 isolados de A. fumigatus e 
foram encontradas as mesmas cinco mutações (F46Y, M172V, N248T, D255E, E427K) 
encontradas neste estudo em 13 isolados que apresentaram valores baixos de CIM frente 
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aos azólicos e em um isolado resistente. Essas mesmas mutações foram descritas por 
Rodriguez e colegas (157) em isolados resistentes e isolados suscetíveis. Portanto, as 
alterações de aminoácidos encontradas na proteína codificada pelo gene cyp51A não 
estão exclusivamente correlacionadas com o desenvolvimento de resistência. Essas 
alterações de aminoácidos encontradas não estão próximas a nenhum dos receptores de 
acesso do composto antifúngico. Sendo assim, não é esperado efeito sobre a atividade 
biológica da proteína. 
Estudo de Kano e colaboradores (207), avaliou a indução de resistência ao 
tetraconazol (TRZ, composto utilizado na agricultura) após exposição ao mesmo. Três 
isolados se tornaram resistentes ao TRZ. No entanto, não apresentaram resistência aos 
antifúngicos ITZ, VRZ e PSZ e nenhuma mutação foi detectada no gene cyp51A. Por 
outro lado, testes de expressão gênica de cyp51A e cyp51B indicaram que os isolados 
resistentes ao TRZ expressavam mais esses genes do que o isolado suscetível. 
Muito tem sido estudado a respeito da resistência aos antifúngicos azólicos, que 
não são as únicas opções terapêuticas utilizadas na terapia da aspergilose (45). Importante 
destacar que o resultado mais inesperado deste estudo foi que 28% dos isolados de A. 
fumigatus (Apêndice 6) apresentaram um fenótipo de baixa suscetibilidade à AMB, com 
valores de CIM ≥ 2 mg L-1  (186).  Estudo publicado por Guinea e colaboradores mostrou 
valores de CIM  ≥  4mg L-1 para AMB para 1,5% dos 596 A. fumigatus estudados (208)  
e o mesmo foi observado em 2,9% dos isolados do presente estudo. Com o aumento dos 
relatos de isolados de A. fumigatus resistentes aos azólicos, antifúngicos como a AMB, 
por exemplo, podem ser necessários para o tratamento da aspergilose invasiva. Como esse 
agente também pode ser ineficaz contra alguns isolados, deixando poucas ou nenhuma 
opção terapêutica,  estratégias de desenvolvimento novos de compostos e  de combinação 
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de drogas devem ser exploradas e o perfil de suscetibilidade dos isolados clínicos 
investigado (209). A resistência de Aspergillus spp. à AMB ainda não é bem 
compreendida. Dois mecanismos parecem estar envolvidos: diminuição da concentração 
de ergosterol na membrana celular devido a mutações na via de síntese e aumento da 
produção de catalases, que protegem as células do estresse oxidativo causado pelo 
fármaco (131).   
Elevados valores de CIM para AMB também foram observados frente aos 
isolados clínicos de A. flavus. Para os 27 A. flavus testados, valores de CIM ≥ 2 mg L-1 
foram observados em 81% dos isolados (n=22) (Apêndice 6). Valores de CIM de 2 mg 
L-1 foram associadas à falha do tratamento em pacientes com AI (130). Para os dois 
isolados da espécie relacionada, A. parasiticus, valores elevados de CIM para AMB de 8 
e 16 mg L-1 foram observados. O perfil de suscetibilidade da seção Flavi, mostrando altos 
valores de CIM para AMB, vem sendo descrito na literatura (210, 211). 
Como esperado, devido à sua resistência natural aos poliênicos, valores de CIM 
elevados foram observados para AMB contra a espécie A. terreus. (intervalo de 2 - ≥ 16 
mg L-1). Além disso, a suscetibilidade reduzida ao VRZ foi observada em quatro isolados 
(CIM =4 mg L-1) que apresentaram valores acima do PCE que foi 2 mg L-1. Este perfil de 
suscetibilidade de A. terreus já foi descrito in vitro e in vivo e tem sido associado a 
resultados clínicos desfavoráveis (32, 128). 
Para apenas um dos isolados de A. niger e um isolado de A. tubingensis valores 
elevados de CIM para ITZ e VRZ foram observados, respectivamente. Nenhum isolado 
dentro deste complexo (Nigri) mostrou resistência à AMB, o que também foi descrito 
anteriormente na literatura (106). 
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A maioria dos isolados ambientais de A. fumigatus se mostrou suscetível no teste 
de triagem realizado para os três azólicos ITZ, VRZ e PSZ (Apêndice 7). Testes de 
triagem são de extrema importância e eles vêm sendo cada vez mais utilizados em estudos 
que fazem vigilância de resistência (212) e podem ser uma alternativa aos testes de 
microdiluição. Com o propósito de facilitar a identificação de A. fumigatus resistentes aos 
azólicos nos laboratórios, Buil et al. (213) desenvolveram um teste de triagem feito em 
ágar RPMI 1640 acrescido com antifúngicos azólicos (ITZ, VRZ e PSZ), que consiste em 
uma placa própria que contem três poços com antifúngicos azólicos e um poço para 
controle de crescimento do isolado. Esse teste de triagem foi validado por Arendrup et al. 
(214) na Holanda, utilizando 39 isolados de A. fumigatus, e é vendido comercialmente 
com o nome de VipCheck®. As concentrações de antifúngico utilizadas nos poços são 4 
mgL-1de ITZ, 2 mgL-1de VRZ e 0,5 mgL-1de PSZ. 
Seguindo o propósito do teste de triagem criado na Holanda (213), neste trabalho 
utilizamos um método desenvolvido in house. Foi desenvolvido um teste de triagem 
rápido e fácil e que pode ser preparado com materiais disponíveis em todos os laboratórios 
de rotina. O teste foi feito com a utilização de ágar Mueller-Hinton (MH) suplementado 
com 2% de dextrose com o acréscimo de 1mgL-1de ITZ,1 mgL-1 de VRZ e 0,5 mgL-1de 
PSZ, utilizando placas de Petri. O teste foi validado com 202 isolados de A. fumigatus e 
apresentou uma satisfatória correlação com os testes de microdiluição em caldo de acordo 
com o documento M38-A2 do CLSI (dados submetidos para publicação com valor de 
ITZ=2 mgL-1). Como no momento do presente trabalho utilizando-se a concentração 
menor de ITZ, três isolados cresceram no teste de triagem, porém se mostraram 
suscetíveis a este fármaco pela metodologia de microdiluição.  
O diagnóstico microbiológico da aspergilose é limitado pelo baixo rendimento das 
culturas, levando à incerteza sobre a real frequência de resistência.  Determinar a 
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resistência aos antifúngicos é um desafio. Testes de suscetibilidade não são realizados na 
maioria dos centros de rotina, inclusive no HC-Unicamp.  Além disso, muitas vezes o 
diagnóstico da aspergilose se baseia nos resultados dos biomarcadores, no entanto, os 
biomarcadores atuais - como galactomanana e 1,3 β, D-glucana - não são capazes de 
determinar a identificação de espécies e não permitem a realização de testes de 
susceptibilidade in vitro. Dessa forma, a real taxa de resistência a esses compostos é 
subestimada (215). 
Além da AI, que acomete até 10% dos indivíduos submetidos a transplante de 
medula óssea (neutropenia e doença do enxerto contra o hospedeiro são associadas a 
riscos aumentados) (191), outras importantes formas clínicas da aspergilose são:  o 
aspergiloma, ou bola fúngica, e as reações alérgicas ou infecções encontradas em 
pacientes asmáticos e pacientes fibrocísticos. O primeiro processo geralmente ocorre após 
a colonização de cavidades pós-tuberculose. A tuberculose é considerada a principal 
doença promotora do aspergiloma. Nesses indivíduos, a colonização por A. fumigatus das 
cavidades deixadas como sequelas pós tuberculose, pode levar a aspergilose pulmonar, 
no caso, o aspergiloma (72).  
Sabe-se que A. fumigatus é geneticamente muito diversificado e que múltiplos 
genótipos podem ser encontrados em pulmões infectados (216). É importante destacar 
que estudos têm demonstrado que os pacientes podem ser co-infectados ou co-
colonizados por ambos isolados resistentes e suscetíveis ao mesmo tempo. 
Consequentemente, um isolado suscetível obtido de um paciente com uma infecção 
refratária não descarta a presença de um isolado resistente (217, 218).  
Os resultados deste trabalho são consistentes com um cenário no qual o trato 
respiratório pode ser colonizado por vários genótipos diferentes, já que a inalação de 
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conídios fúngicos é considerada o principal meio de aquisição de AI e, portanto, 
diferentes genótipos podem ser inalados ao mesmo tempo (55). Por outro lado, um único 
genótipo pode se sobressair e invadir o tecido circundante, disseminando-se 
subsequentemente para o tecido pulmonar ou outros órgãos. Assim, um isolado obtido de 
amostras respiratórias pode não representar necessariamente o mesmo genótipo 
encontrado em sítios profundos. Isso também confirma que os indivíduos podem estar 
constantemente expostos a uma grande variedade de diferentes genótipos de Aspergillus 
spp. do ambiente e estes podem apresentar diferentes perfis frente aos antifúngicos 
utilizados no tratamento (219). 
O que chama a atenção no presente estudo é o complexo clonal, obtido pela técnica 
de microssatélites, envolvendo seis isolados de três pacientes diferentes: paciente 18 
(P11), paciente 76 (P2) e paciente 83 (P4) (Figuras 5 e 6). Os seis isolados apresentaram 
as mesmas alterações de aminoácidos (Tabela 7) no gene cyp51A (F46Y, M127V, 
N248T, D225E e E427K). Os três pacientes tinham doenças de base imunossupressoras, 
infecção comprovada por A. fumigatus e outros isolados que não fazem parte do complexo 
clonal e não possuem as mutações de ponto. Estar incluído no complexo clonal significa 
que os isolados têm a mesma origem clonal, mas com uma diferença de 1 a 3 STs. Os 
resultados obtidos confirmam estudos anteriores que mostraram a alta diversidade das 
populações de A. fumigatus entre os pacientes e também a diversidade observada em um 
mesmo paciente (55, 220, 221). Estudos investigando a variabilidade genética desses 
micro-organismos são mais realizados para a espécie A. fumigatus. Porém, a espécie A. 
flavus também vem sendo estudada quanto à sua variabilidade genética em episódios de 
infecção (57, 117).   
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Quanto aos pacientes com isolados resistentes aos azólicos, todos apresentaram 
doença de base imunossupressora, porém não foi possível associar o isolamento de A. 
fumigatus resistentes com o uso prévio de antifúngicos. Em alguns casos, pacientes 
realizaram tratamentos profiláticos com FCZ, antifúngico que não é eficaz contra A. 
fumigatus, o que pode ter propiciado a colonização e posterior infecção por esse micro-
organismo. 
Espécies de Aspergillus são amplamente encontradas em unidades hospitalares, 
incluindo aquelas com condições ambientais de proteção, como salas de operação ou 
unidades de pacientes neutropênicos (220, 222), o que foi também observado no presente 
estudo em ambas unidades onde o ar foi coletado, inclusive na unidade de TMO onde o 
ar é controlado por filtros Hepa. Por essa razão, a amostragem interna é aconselhável para 
monitorar a qualidade do filtro de ar em ambientes controlados (45). A avaliação interna 
da diversidade genética, principalmente A. fumigatus, pode representar uma ferramenta 
útil para ilustrar a presença ou ausência de clones específicos em unidades clínicas, 
principalmente quando há suspeitas de surtos.  
As populações de A. fumigatus tendem a evoluir muito rapidamente. Estudo de 
Araújo e colaboradores avaliou a diversidade dos isolados ambientais de A. fumigatus 
coletados em enfermarias ao longo de um ano, demonstrando que os isolados foram se 
distanciando geneticamente ao longo do tempo, ocorrendo maior variação genética entre 
o início e o fim do estudo (220). Considerando a alta diversidade e alta capacidade de 
dispersão de A. fumigatus em ambientes internos, mais atenção deveria ser dada para 
medidas preventivas em unidades restritas que são utilizadas principalmente para 
admissão de pacientes hematológicos de alto risco e transplante de medula óssea. 
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Quanto aos A. fumigatus ambientais do presente estudo, a maioria dos isolados 
apresentou um padrão único de microssatélites (Apêndice 7), indicando uma estrutura 
populacional complexa e muito diversificada, o que foi também demonstrado por Hurst 
e colaboradores (172). Os pesquisadores isolaram A. fumigatus sensíveis e resistentes a 
partir de amostras de detritos de colheitas de amendoim nos Estados Unidos. Os isolados 
resistentes (TR34/L98H) eram idênticos ou bem próximos geneticamente (um ou dois 
locus de diferença). Por outro lado, os que se apresentaram suscetíveis aos antifúngicos e 
não possuíam mutação, mostraram elevada diversidade. 
Avaliar todos os Aspergillus spp., quanto ao perfil de suscetibilidade aos 
antifúngicos, não é recomendado atualmente pelo Infectious Diseases Society of America 
(IDSA) a partir das amostras cultivadas durante infecção inicial. No entanto, deveria ser 
considerada a determinação da CIM quando pacientes apresentarem aspergilose refratária 
ao tratamento com azólicos ou, para fins epidemiológicos, em qualquer estágio da 
infecção ou quando houver obtenção de um novo isolado (45, 83).  
Embora a resistência aos azólicos tenha sido relatada em seis continentes, pouco 
se sabe sobre a frequência real da resistência em Aspergillus spp. globalmente, 
principalmente porque a maioria dos centros médicos não realiza testes de suscetibilidade 
de rotina. A compreensão atual do surgimento da resistência aos antifúngicos azólicos e 
a outros fármacos em A. fumigatus ainda é limitada no HC-Unicamp, assim como a 
experiência clínica no tratamento de casos com aspergilose causados por isolados 
resistentes. O diagnóstico de possíveis isolados resistentes poderia ser aprimorado 
adotando-se algumas medidas: (a) cultura periódica e testes de suscetibilidade de todos 
os isolados de pacientes na terapia de longo prazo; (b): triagem de resistência com a 
utilização de placas com antifúngicos dissolvidos em ágar; (c): teste de múltiplas colônias 
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a partir de culturas positivas. Sempre que possível, tem sido aconselhado testar colônias 
diferentes, já que diferentes genótipos com diferentes fenótipos de suscetibilidade podem 
estar presentes em uma única cultura (45).  
Mesmo existindo metodologias moleculares capazes de detectar mutações 
relacionadas com resistência aos azólicos em isolados e até mesmo direto de amostras 
clínicas, o teste de suscetibilidade ainda se mostra muito importante, pois como visto no 
presente estudo, o mecanismo de resistência existente pode ser desconhecido e, por isso, 
será detectado apenas com a utilização de testes fenotípicos. Além disso, um único micro-
organismo pode ser resistente a mais de uma classe de compostos antifúngicos. 
O presente estudo possuiu algumas limitações. Uma delas é que os isolados 
clínicos e os isolados ambientais não foram obtidos no mesmo período, sendo os clínicos 
obtidos retrospectivamente e os ambientais prospectivamente. No entanto, o estudo da 
população de isolados clínicos obtida no mesmo período em que foram realizadas as 
coletas ambientais já está sendo realizado.  
Para os isolados clínicos, uma limitação poderia ser atribuída aos resultados dos 
testes de suscetibilidade frente aos antifúngicos, uma vez que os valores de CIM foram 
obtidos por testes padronizados que utilizam conídios como inóculo. No entanto, para 
fungos filamentosos, as estruturas invasoras de tecidos e encontradas em infecções são as 
hifas e trabalhos anteriores já demonstraram que a sensibilidade das diferentes estruturas 
de um mesmo isolado frente aos antifúngicos pode ser diferente, sendo as hifas mais 
sensíveis do que os conídios. Além disso, para fungos filamentosos, pouco se sabe sobre 
a correlação entre os valores de CIM e os resultados clínicos (223, 224).  
Em relação aos isolados ambientais, o número limitado de isolados de Aspergillus 
spp., provavelmente, se deu ao fato ter sido utilizado um meio que permite o crescimento 
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de quase todas as espécies de fungos, o meio Sabouraud, sendo que não existe um meio 
de cultura seletivo para as espécies de Aspergillus, fazendo com que crescessem outras 
espécies contaminantes rapidamente, o que pode ter prejudicado o crescimento das 
espécies de Aspergillus.  Como um dos objetivos era conhecer a ocorrência das diferentes 
espécies de Aspergillus, a temperatura de incubação escolhida foi de 37°C, o que 
possibilita o crescimento de diversas espécies de fungos. Uma alternativa seria aumentar 
a temperatura de incubação se o objetivo maior for o isolamento apenas da espécie A. 
fumigatus que cresce bem em temperatura de até 45°C. Além disso foi realizado um 
reduzido número de coletas que, se ampliado, poderia aumentar as chances de isolamento 
desses micro-organismos. Estudos epidemiológicos adicionais podem ajudar a melhor 
conhecer os cenários de infecção por esses agentes e ainda estimular políticas de 
vigilância em resistência. 
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6. Conclusões  
-A. fumigatus, representou 74% dos isolados clínicos estudados, seguida por A. flavus que 
representou 12%. 
- Por meio das coletas de ar foram obtidos 123 isolados de Aspergillus spp.. A. fumigatus 
foi a espécie mais comumente encontrada, representando 50 % dos isolados.  
- A partir das coletas de swab nasal, um isolado de A. fumigatus foi obtido e não 
apresentou resistência aos antifúngicos, assim como não foi possível relacioná-lo aos 
achados ambientais. 
 - As mutações de ponto encontradas no gene cyp51A (F46Y, M127V, N248T, D225E e 
E427K) dos isolados clínicos de A. fumigatus avaliados não são associadas com fenótipos 
de resistência. Mutações relacionadas a resistência aos azólicos não foram observadas, 
nem mesmo em isolados com elevados valores de CIM. 
-Excluindo a espécie A. terreus, que é naturalmente resistente, 35% dos isolados 
estudados apresentaram valores de CIM ≥ 2 mgL-1 frente ao antifúngico AMB, 
destacando a necessidade de vigilância já que valores de 2 podem ser associados a falha 
terapêutica.  
- Todos os isolados ambientais de A. fumigatus foram considerados suscetíveis aos 
azólicos avaliados. 
- As mutações de ponto encontradas no gene cyp51A (F46Y, M127V, N248T, D225E,  
E427K e N248K) dos isolados ambientais de A. fumigatus não são associadas com 
fenótipos de resistência. 
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- Apenas um número limitado de genótipos de A. fumigatus foi compartilhado entre os 
pacientes e a co-colonização ou co-infecção com múltiplos genótipos foi observada em 
um elevado número de pacientes. Entre os isolados ambientais, também foi possível 
observar elevada diversidade genética desse micro-organismo.  
- A consulta aos dados clínicos dos três pacientes que tiveram A. fumigatus de mesma 
origem clonal revelou que dois deles estiveram internados no hospital ao mesmo tempo, 
mas nunca compartilharam o mesmo quarto. Todos tinham doenças de base 
imunossupressoras e receberam alguma medicação antifúngica que, no entanto, não pode 
ser relacionada ao encontro do isolado resistente. 
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8. Apêndices
Apêndice 1: Aspergillus  spp. clínicos selecionados para o estudo
Paciente LIF
Id morfológica 
prévia
Data da 
coleta Ano Especialidade médica Amostra clínica
1 1043 Aspergillus  spp. 5-jun 2007 Hematologia lavado brônquico
2 671 A. fumigatus 18-jul 2005 Doenças infecciosas escarro
677 A. fumigatus 15-jul 2005 Medicina interna escarro
3 79 A. fumigatus 28-ago 2000 NI secreção de nasofaringe
80 A. fumigatus 1-set 2000 NI escarro
4 118 A. fumigatus 2-set 2003 Pneumologia escarro
375 A. fumigatus 19-mai 2003 Pneumologia escarro
391 A. fumigatus 13-jun 2003 Pneumologia escarro
413 A. fumigatus 5-ago 2003 Ambulatório de Lupus escarro
466 A. fumigatus 13-fev 2004 Pneumologia escarro
5 770 Aspergillus  spp. 14-jan 2006 Doenças infecciosas escarro
771 Aspergillus  spp. 15-jan 2006 Doenças infecciosas escarro
772 Aspergillus  spp. 16-jan 2006 Doenças infecciosas escarro
6 268 Aspergillus spp. 3-jul 2002 Pneumologia escarro
318 A. fumigatus 24-out 2002 Pneumologia escarro
7 279 Aspergillus  spp. 5-ago 2002 Pneumologia lavado brônquico
420 Aspergillus  spp. 12-set 2003 Pneumologia lavado brônquico
8 1086 Aspergillus spp. 25-jul 2007 TMO mucosa nasal
1088 Aspergillus s pp. 1-ago 2007 Hematologia mucosa do seio etmoidal
1090 Aspergillus spp. 21-jul 2007 TMO escarro
1096 Aspergillus spp. 14-ago 2007 Hematologia secreção do seio maxilar
9 523 Aspergillus  spp. 9-ago 2004 Doenças infecciosas escarro
1079 Aspergillus spp. 11-jul 2007 Pneumologia escarro
10 1248 A. fumigatus 2-mai 2008 Doenças infecciosas escarro
1249 A. fumigatus 5-mai 2008 Hematologia escarro
11 1277 A.fumigatus 10-jun 2008 Pneumologia escarro
1288 Aspergillus  spp. 10-jul 2008 Pneumologia lavado brônquico
1430 Aspergillus  spp. 12-mai 2009 Medicina interna escarro
12 1468 Aspergillus spp. 5-ago 2009 Pneumologia escarro
1478 Aspergillus spp. 22-ago 2009 Pneumologia escarro
13 1474 Aspergillus spp. 11-ago 2009 Doenças infecciosas biópsia de pele
14 321 Aspergillus  spp. 26-nov 2002 Ophthalmology secreção ocular
355a Aspergillus spp. 18-dez 2002 Ophthalmology secreção ocular
355b Aspergillus  spp. 18-dez 2002 Ophthalmology secreção ocular
15 745 A. fumigatus 21-nov 2005 Medicina interna escarro
748 Aspergillus  spp. 22-nov 2005 Doenças infecciosas escarro
16 126a A. fumigatus 19-mai 2004 NI escarro
126b A. niger 19-mai NI escarro
17 290 Aspergillus  spp. 3-set 2002 Emergência escarro
291 Aspergillus  spp. 3-set 2002 Emergência escarro
1178 Aspergillus  spp. 30-jan 2008 Medicina interna escarro
18 362 Aspergillus spp. 10-abr 2003 Emergência escarro
363 Aspergillus  spp. 10-abr 2003 Emergência escarro
364 Aspergillus spp. 10-abr 2003 Emergência líquido pleural
379 A. fumigatus 28-mai 2003 Emergência líquido pleural
769 Aspergillus  spp. 9-jan 2006 Doenças infecciosas escarro
900 Aspergillus  spp. 11-ago 2006 Doenças infecciosas escarro
BAL: Lavado brônquico; Id: indentificação; NI: Não infomrado; P: paciente; TMO: Transplante de medula óssea
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Apêndice 1: Aspergillus  spp. clínicos selecionados para o estudo
Paciente LIF
Id morfológica 
prévia
Data da 
coleta Ano Especialidade médica Amostra clínica
19 197 Aspergillus  spp. 27-ago 2001 Pneumologia lavado brônquico
198 Aspergillus  spp. 30-ago 2001 Reumatologia escarro
200 Aspergillus spp. 12-set 2001 Reumatologia escarro
20 1714 A. flavus 11-set 2010 Nefrologia raspado inguinal
21 37 A. flavus 13-dez 1999 NI swab de nasofaringe
38 A. flavus 21-dez 1999 NI BAL- pulmão direito
40 A. flavus 4-jan 2000 NI swab de orofaringe
41 Aspergillus spp. 4-jan 2000 NI swab perianal
53 A. terreus 10-abr 2000 NI swab de orofaringe
22 1165 A. niger 10-jan 2008 Pneumologia escarro
1169 Aspergillus  spp. 11-jan 2008 Pneumologia escarro
1175 Aspergillus  spp. 23-jan 2008 Pneumologia lavado brônquico
23 898 A. fumigatus 9-ago 2006 Doenças infecciosas escarro
902 A. fumigatus 17-ago 2006 Doenças infecciosas escarro
24 807 A. fumigatus 10-abr 2006 Medicina interna escarro
25 109 Aspergillus spp. 23-jan 2002 NI sangue
108 Aspergillus spp. 23-jan 2002 NI sangue
26 896 A. fumigatus 9-ago 2006 Medicina interna escarro
899 A. fumigatus 10-ago 2006 Medicina interna escarro
913 Aspergillus spp. 5-ago 2006 Medicina interna escarro
914 Aspergillus  spp. 5-ago 2006 Medicina interna escarro
27 104 Aspergillus  spp. 24-jun 2002 Oncologia escarro
105 Aspergillus  spp. 28-jun 2002 Oncologia escarro
264 Aspergillus  spp. 26-jun 2002 Oncologia escarro
286 A. fumigatus 23-ago 2002 Oncologia escarro
269a Aspergillus spp. 3-jul 2002 Pneumologia lavado brônquico
269b Aspergillus  spp. 3-jul 2002 Pneumologia lavado brônquico
28 871 A. fumigatus 5-jul 2006 Fibrose cística escarro
29 781 Aspergillus  spp. 8-fev 2006 Pneumologia escarro
1515 A. fumigatus 22-out 2009 Pneumologia lavado brônquico
30 1576 Aspergillus  spp. 22-fev 2010 Pneumologia lavado brônquico
1381a A. fumigatus 13-jan 2009 Medicina interna escarro
1381b A. fumigatus 13-jan 2009 Medicina interna escarro
31 825 A. flavus 18-mai 2006 Hematologia raspado de língua
835 A. flavus 23-mai 2006 Hematologia úlcera de língua
32 2121 A.terreus 5-mai 2014 Pneumologia escarro
33 1385 A. fumigatus 28-jan 2009 Nefrologia escarro
1386 A. fumigatus 30-jan 2009 Nefrologia escarro
1463 A. fumigatus 24-jul 2009 Nefrologia escarro
1464 A. fumigatus 27-jul 2009 Cirurgia toráxica lavado brônquico
1465 A. fumigatus 27-jul 2009 Cirurgia toráxica lavado brônquico
1466 A. flavus 27-jul 2009 Cirurgia toráxica lavado brônquico
34 1123 A. flavus 17-out 2007 Hematologia perfuração de septo
1140 A. flavus 30-out 2007 Hematologia biópsia de pele
35 1428 Aspergillus spp. 9-mai 2009 Pneumologia escarro
1572 Aspergillus  spp. 30-jan 2010 Doenças infecciosas escarro
1597 Aspergillus  spp. 26-abr 2010 Medicina interna escarro
1621 A. fumigatus 2-jan 2011 Emergência escarro
BAL: Lavado brônquico; Id: indentificação; NI: Não infomrado; P: paciente; TMO: Transplante de medula óssea
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Apêndice 1: Aspergillus  spp. clínicos selecionados para o estudo
Paciente LIF
Id morfológica 
prévia
Data da 
coleta Ano Especialidade médica Amostra clínica
36 447 A. fumigatus 19-nov 2003 Cirurgia toráxica lavado brônquico
473 A. fumigatus 11-mar 2004 Doenças infecciosas lavado brônquico
475 A. fumigatus 11-mar 2004 Doenças infecciosas BAL - pulmão esquerdo
476 A. fumigatus 25-mar 2004 Doenças infecciosas BAL - pulmão esuqerdo
477 A. fumigatus 25-mar 2004 Doenças infecciosas BAL - pulmão direito
37 824 A. fumigatus 16-mai 2006 Emergência escarro
885 Aspergillus spp. 24-jul 2006 Doenças infecciosas escarro
38 222 Aspergillu s spp. 18-jan 2002 Medical clinic escarro
1186 Aspergillus  spp. 21-fev 2008 Medicina interna escarro
1188 A. flavus 25-fev 2008 Medicina interna lavado brônquico
1388 Aspergillus spp. 7-fev 2009 Pneumologia escarro
39 1737 A. flavus 26-out 2010 Hematologia secreção de nasofaringe
40 1031 Aspergillus  spp. 8-mai 2007 Doenças infecciosas escarro
1134 Aspergillus  spp. 4-out 2007 Doenças infecciosas escarro
41 1089 Aspergillus  spp. 3-jul 2007 Pneumologia escarro
1420 A. niger 6-mai 2009 Medicina interna escarro
42 1482 Aspergillus spp. 7-set 2009 Medicina interna escarro
1673 Aspergillus  spp. 24-set 2010 Medicina interna escarro
43 1469 A. fumigatus 5-ago 2009 Cirurgia gástrica escarro
44 382 Aspergillus  spp. 26-mai 2003 Gastroenterologia escarro
383 Aspergillus  spp. 30-mai 2003 Doenças infecciosas escarro
45 1332 Aspergillus  spp. 11-set 2008 Doenças infecciosas escarro
1756 Aspergillus spp. 11-fev 2011 Emergência escarro
46 1325 A.fumigatus 4-set 2008 Medicina interna secreção de cavidade nasal esquerda
47 170a Aspergillus  spp. 11-jul 2001 Imunologia escarro
170b Aspergillus spp. 11-jul 2001 Imunologia escarro
252a Aspergillu s spp. 24-mai 2002 Pneumologia escarro
252b Aspergillus  spp. 24-mai 2002 Pneumologia escarro
48 1028 Aspergillus  spp. 1-mai 2007 Emergência escarro
1029 Aspergillus  spp. 2-mai 2007 Emergência escarro
49 122 A. fumigatus 9-out 2000 Pneumologia swab de drenno pleural
125 A. fumigatus 19-dez 2000 Pneumologia secreção de pleurostomia
50 535 Aspergillus  spp. 2-set 2004 Doenças infecciosas biópsia brônquica
538 Aspergillus spp. 2-set 2004 Doenças infecciosas lavado brônquico
1353 Aspergillus  spp. 14-nov 2008 Pneumologia escarro
1354 Aspergillus  spp. 15-nov 2008 Pneumologia escarro
1355 Aspergillus  spp. 16-nov 2008 Pneumologia escarro
51 1168 A. fumigatus 14-jan 2008 Doenças infecciosas escarro
1361 Aspergillus  spp. 3-dez 2008 Doenças infecciosas escarro
52 665 Aspergillus  spp. 8-jul 2005 Pneumologia escarro
685 A. fumigatus 1-ago 2005 Pneumologia lavado brônquico
945 A. fumigatus 21-nov 2006 Pneumologia lavado brônquico
953 Aspergillus spp. 11-jan 2006 Pneumologia escarro
53 932 A. fumigatus 30-out 2006 Pneumologia escarro
935 A. fumigatus 7-nov 2006 Pneumologia escarro
1519 A. fumigatus 30-out 2009 Medicina interna escarro
54 1954 A. fumigatus 27-out 2012 Doenças infecciosas biópsia pulmão esquerdo
BAL: Lavado brônquico; Id: indentificação; NI: Não infomrado; P: paciente; TMO: Transplante de medula óssea
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Apêndice 1: Aspergillus  spp. clínicos selecionados para o estudo
Paciente LIF
Id morfológica 
prévia
Data da 
coleta Ano Especialidade médica Amostra clínica
54 1955 A. fumigatus 27-out 2012 Doenças infecciosas biópsia pulmão esquerdo
55 456 Aspergillus spp. 2-jan 2004 Doenças infecciosas escarro
56 1780 A. flavus 27-abr 2011 Hematologia
biópsia da crosta mucoseptal 
direita
57 2109 Aspergillus  spp. 19-dez 2013 Oftalmologia córnea olho direito
2110 Aspergillus  spp. 19-dez 2013 Oftalmologia raspado olho de olho direito
58 289 Aspergillus  spp. 29-ago 2002 Oncologia escarro
358 A. niger 7-abr 2003 Pneumologia lavado brônquico
59 880 A. fumigatus 18-jul 2006 Doenças infecciosas escarro
883 A. niger 20-jul 2006 Doenças infecciosas raspado de couro cabeludo
60 180 Aspergillus  spp. 9-ago 2001 Doenças infecciosas escarro
205 A. fumigatus 28-set 2001 Doenças infecciosas secreção pulmonar
61 1952 Aspergillus  spp. 25-out 2012 Pneumologia escarro
1953 Aspergillus spp. 25-out 2012 Pneumologia escarro
1962 A. niger 25-out 2012 Doenças infecciosas escarro
1956a Aspergillus spp. 1-nov 2012 Doenças infecciosas lavado brônquico
1956b Aspergillus  spp. 1-nov 2012 Doenças infecciosas lavado brônquico
62 789 A. niger 9-mar 2006 Pneumologia escarro
808 A. niger 10-abr 2006 Doenças infecciosas escarro
63 191 A. fumigatus 21-nov 2001 Emergência swab de pleurostomia
64 658 Aspergillus  spp. 28-jun 2005 Nefrologia urina
664 A. flavus 7-jul 2005 Nefrologia cateter pigtail
715 A. flavus 7-jul 2005 Nefrologia cateter pigtail
723 Aspergillus spp. 14-ago 2005 Nefrologia urina
65 1546 Aspergillus spp. 24-dez 2009 Pneumologia escarro
1553 Aspergillus  spp. 23-dez 2010 Medicina interna escarro
1569 Aspergillus  spp. 26-jan 2010 Medicina interna escarro
1889 Aspergillus  spp. 16-dez 2011 Pneumologia escarro
66 1091 Aspergillus  spp. 6-ago 2007 Pneumologia escarro
1097 Aspergillus  spp. 16-ago 2007 Pneumologia lavado brônquico
67 83 Aspergillus  spp. 30-mai 2006 Pneumologia escarro
669 Aspergillus  spp. 15-jul 2005 Tisiologia escarro
838 A. fumigatus 1-jun 2006 Pneumologia escarro
855 Aspergillus spp. 6-jun 2006 Pneumologia escarro
864 A. fumigatus 21-jun 2006 Pneumologia escarro
968 Aspergillus spp. 7-fev 2007 Pneumologia escarro
68 1283 Aspergillus spp. 25-jun 2008 Pneumologia lavado brônquico
69 577 Aspergillus  spp. 10-dez 2004 Pneumologia escarro
578 Aspergillus  spp. 13-dez 2004 Pneumologia BAL-pulmão direito
579 Aspergillus  spp. 13-dez 2004 Pneumologia BAL-pulmão esquerdo
70 780 A. niger 29-dez 2006 Pneumologia escarro
978 A. fumigatus 28-fev 2007 Pneumologia escarro
71 1270 Aspergillus  spp. 4-ago 2008 Pneumologia escarro
1443 A. flavus 15-jun 2009 Pneumologia escarro
72 2115 Aspergillus clavatus 14-nov 2013 Nefrologia líquido peritoneal
73 1534 A. fumigatus 26-nov 2009 Medicina interna secreção endotraqueal
1543 A. fumigatus 14-dez 2009 Pneumologia secreção endotraqueal
74 1351 Aspergillus spp. 10-nov 2008 Pneumologia escarro
BAL: Lavado brônquico; Id: indentificação; NI: Não infomrado; P: paciente; TMO: Transplante de medula óssea
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Apêndice 1: Aspergillus  spp. clínicos selecionados para o estudo
Paciente LIF
Id morfológica 
prévia
Data da 
coleta Ano Especialidade médica Amostra clínica
74 1670 Aspergillus  spp. 12-ago 2010 Pneumologia lavado brônquico
75 417 Aspergillus  spp. 28-ago 2003 Neurologia escarro
419 A. fumigatus 11-set 2003 Doenças infecciosas Lavado brônquico
76 91 A. fumigatus 5-abr 2001 NI escarro
95 A. fumigatus 1-mai 2001 NI escarro
97 A. fumigatus 4-mai 2001 NI Lavado brônquico
98 A. fumigatus 4-mai 2001 NI mucosa 
77 150 A. niger 22-mai 2001 Pneumologia escarro
187 Aspergillus spp. 5-set 2001 Emergência escarro
78 1075 Aspergillus  spp. 7-jul 2007 Doenças infecciosas escarro
1076 Aspergillus spp. 9-jul 2007 Doenças infecciosas escarro
1083 Aspergillus  spp. 19-jul 2007 Pneumologia lavado brônquico
1084 Aspergillus  spp. 19-jul 2007 Pneumologia biópsia brônquica
79 561 Aspergillus  spp. 5-nov 2004 Tisiologia escarro
582 Aspergillus  spp. 21-mai 2005 Pneumologia escarro
588 Aspergillus  spp. 21-jan 2005 Pneumologia escarro
80 1293 A. fumigatus 21-jun 2008 Doenças infecciosas escarro
81 1527 A. flavus 17-nov 2009 Doenças infecciosas escarro
1530 Aspergillus spp. 18-nov 2009 Doenças infecciosas escarro
82 862 A. fumigatus 20-jun 2006 Pneumologia escarro
1018 Aspergillus  spp. 18-abr 2007 Pneumologia escarro
83 401 A. fumigatus 24-jul 2003 Pneumologia escarro
402 A. fumigatus 25-jul 2003 Pneumologia escarro
403 Aspergillus  spp. 28-jul 2003 Pneumologia escarro
84 499 Aspergillus  spp. 8-jun 2004 Doenças infecciosas secreção ocular
85 686 Aspergillus  spp. 3-ago 2005 Doenças infecciosas escarro
691 Aspergillus  spp. 10-ago 2005 Doenças infecciosas escarro
86 1305 Aspergillus spp. 22-jul 2008 Pediatria escarro
1315 A. terreus 15-ago 2008 Pediatria escarro
1316 Aspergillus  spp. 15-ago 2008 Pediatria escarro
87 736 Aspergillus  spp. 25-out 2005 Pneumologia escarro
872 Aspergillus  spp. 5-jul 2006 Pneumologia escarro
1957 Aspergillus  spp. 7-nov 2012 Doenças infecciosas escarro
88 603 A. fumigatus 2-mar 2005 Medicina interna escarro
649 A. fumigatus 14-jun 2005 Doenças infecciosas escarro
651 A. fumigatus 16-jun 2005 Doenças infecciosas escarro
697 A. fumigatus 18-ago 2005 Medicina interna escarro
89 1617 Aspergillus  spp. 18-mai 2010 Oftalmologia secreção ocular olho esquerdo
1643 A. flavus 31-mai 2010 Oftalmologia receptor cornea
90 1618 Aspergillus  spp. 13-set 2010 Dermatologia
raspado de pele de hallux 
esquerdo
1675 Aspergillus  spp. 13-set 2010 Dermatologia raspado de pele de hallux direito
91 388 A. fumigatus 17-jun 2003 Doenças infecciosas escarro
411 A. fumigatus 30-jul 2003 Doenças infecciosas escarro
92 72 A. fumigatus 16-jul 2000 NI escarro
74 Aspergillus  spp. 16-jul 2000 NI escarro
BAL: Lavado brônquico; Id: indentificação; NI: Não infomrado; P: paciente; TMO: Transplante de medula óssea
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ITS 4/5 BT2AB
Identificação Identificação
37 A. flavus A flavus A.flavus
38 A. flavus
A flavus    Davidiella sp   
A.oryzae A.flavus
40 A. flavus A flavus A.flavus
41 Aspergillus sp (terreus) A.terreus A.terreus
53 A. terreus A.terreus A.terreus
72 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
74 Aspergillus sp (terreus) A.terreus A.terreus
79 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
80 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
91 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
95 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
97 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
98 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
104 Aspergillus sp A.fumigatus A.fumigatus
105 Aspergillus sp A.fumigatus A.fumigatus
108 Aspergillus sp (terreus) A.terreus A.terreus
109 Aspergillus sp (terreus) A.terreus A.terreus
118 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
122 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
125 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
126a A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
126b A. niger A.niger A.niger
150 A. niger A.tubingensis A.tubingensis
170a Aspergillus  sp A.niger   A.awamori A.niger
180 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
187 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
191 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
197 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
198 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
200 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
205 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
222 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
252a Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
252b Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
264 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
268 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
269a Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
269b Aspergillus  sp A.terreus A.terreus
279 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
286 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
289 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
290 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
291 Aspergillus  sp A.parasiticus A.parasiticus
318 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
321 Aspergillus  sp A.flavus A.flavus
355 a Aspergillus  sp A.flavus, A.parasititicus A.flavus
355b Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
358 A. niger A.niger A.niger
362 Aspergillus  sp (terreus) A.terreus A.terreus
363 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
364 Aspergillus sp (terreus)
A.terreus, A.tubingensis, 
Aspergillus sp A.terreus
375 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
379 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
382 Aspergillus  sp A.flavus A.flavus
383 Aspergillus  sp
A.nidulans, A.variecolor, 
E.nidulans A.nidulans
388 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
LIF Identificação preliminar  
Identificação molecular de Aspergillus  spp.
Apêndice 2: Identificação molecular da região ITS4/5 e β-tubulina 2A/2B dos isolados clínicos 
de Aspergillus  spp.
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391 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
401 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
402 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
403 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
411 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
413 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
417 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
419 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
420 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
447 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
456 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
466 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
473 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
475 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
476 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
477 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
499 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
523 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
535 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
538 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
561 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
577 Aspergillus  sp
E.nidulans, E.rugulosa, 
A.variecolor A.nidulans
578 Aspergillus  sp
A.ochraceus, A.sepultus,  
A.ostianus A.ochraceus
579 Aspergillus  sp A.clavatus A.clavatus
582 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
588 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
603 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
649 A. fumigatus A.fumigatus A fumigatus
651 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
658 Aspergillus  sp A.flavus A.flavus
664 A. flavus A.flavus A.flavus
665 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
669 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
671 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
677 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
685 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
686 Aspergillus  sp A.fumigatus A fumigatus
691 Aspergillus  sp A.flavus A.flavus
697 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
715 A. flavus A.flavus A.flavus
723 Aspergillus  sp (flavus) A.flavus A.flavus
736 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
745 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
748 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
769 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
770 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
771 Aspergillus  sp A.versicolor/ A.sidowii A.sidowii
772 Aspergillus  sp A.versicolor/ A.sidowii A.sidowii
780 A. niger A.tubingensis/ A.niger A.tubingensis
781 Aspergillus sp A.fumigatus A.fumigatus
789 A. niger A.niger/ A.awamori A.niger
807 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
808 A. niger A.niger/A.awamori A.niger
824 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
825 A. flavus A.flavus/ A.oryzae A.flavus
835 A. flavus A.flavus/   Davidiella sp. A.flavus
837 Aspergillus  sp A.fumigatus/ Aspergillus sp A.fumigatus
838 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
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855 Aspergillus  sp A.fumigatus/ Aspergillus sp A.fumigatus
862 A. fumigatus A.fumigatus/ Aspergillus sp A.fumigatus
864 A. fumigatus A.fumigatus/ Aspergillus sp A.fumigatus
871 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
872 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
880 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
883 A. niger A.niger A.niger
885 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
896 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
898 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
899 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
900 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
902 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
913 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
914 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
932 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
935 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
945 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
953 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
968 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
978 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1018 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1028 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1029 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1031 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1043 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1075 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1076 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1079 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1083 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1084 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1086 Aspergillus  sp ( flavus) A.flavus A.flavus
1088 Aspergillus sp (flavus) A.flavus A.flavus
1089 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1090 Aspergillus sp (flavus) A.flavus A.flavus
1091 Aspergillus  sp A.clavatus A.clavatus
1096 Aspergillus sp (flavus) A.flavus A.flavus
1097 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1123 A. flavus A.flavus A.flavus
1134 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1140 A. flavus A.flavus A.flavus
1165 A. niger A.niger   A.tubingensis A.niger
1168 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1169 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1175 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1178 Aspergillus  sp (niger) A.niger A.niger      
1186 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1188 A. flavus A.flavus/  A.oryzae A.flavus
1248 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1249 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1270 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1277 A.fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1283 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1288 Aspergillus  sp N.hiratsukae N.hiratsukae
1293 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1305 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1315 A. terreus A.terreus A.terreus
1325 A.fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1332 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1351 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
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1353 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1354 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1355 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1361 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1381a A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1381b A. fumigatus A.flavus A.flavus
1385 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1386 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1388 Aspergillus  sp A.flavus    Davidiella sp A.flavus   
1428 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1430 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1443 A. flavus
A.partasiticus 
A.transmontanesis A.parasiticus 
1463 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1464 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1465 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1466 A. flavus A.flavus A.parvisclerotigenus A.flavus
1468 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1469 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1474 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1478 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1482 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1515 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1519 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1527 A. flavus A.flavus A.flavus
1530 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1534 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1543 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1546 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1553 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1569 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1572 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1576 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1597 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1618 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1621 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1643 A. flavus A.flavus A.flavus
1670 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1673 Aspergillus  sp (terreus) A.terreus A.terreus
1675 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1714 A. flavus A.flavus/A.oryzae A.flavus
1737 A. flavus A.flavus A.minisclerotigenes A.flavus
1756 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1780 A. flavus A.flavus A.parasiticus A.parasiticus
1889 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1952 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1953 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1954 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1955 A. fumigatus A.fumigatus A.fumigatus
1956a Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1957 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
1962 A. niger A.fumigatus A.fumigatus
2109 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
2110 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
2115 Aspergillus  sp A.fumigatus A.fumigatus
2121 A.terreus A.terreus A.terreus 
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AF1 A. flavus 540-1 16/03/15 A. parasiticus
AF2 A. flavus A. flavus
AF3 A. flavus 540-2 16/03/15 A. parasiticus
A. chungii 
AF4 A. flavus 540-3 16/03/15 A. flavus
AF5 A. flavus 540-3 16/03/15 A. parasiticus
A. chungii 
AF6 A. flavus 540-4 16/03/15 A. chungii 
A. flavus
AF7 A. flavus 540-4 16/03/15 A. parasiticus
A. sojae
AF8 A. flavus 540-4 16/03/15 A. parasiticus
A. sojae
AF9 A. fumigatus 540-4 16/03/15 A. fumigatus
AF10 A. niger 542-1 16/03/15 A. brasiliensis
AF11 A. flavus 542-1 16/03/15 A. flavus
AF12 A. flavus 542-2 16/03/15 A. flavus
AF13 A. flavus 542-2 16/03/15 A. flavus
AF14 A. flavus 542-3 16/03/15 A. chungii 
A. flavus
A. arachidicola
A. sojae
AF15 A. flavus 542-3 16/03/15 A. flavus
A. oryzae
AF16 A. flavus 542-3 16/03/15 A. flavus
A. oryzae
AF17 A. flavus 542-3 16/03/15 A. oryzae
AF18 A. flavus A. parasiticus
A. sojae
AF19 Aspergillus spp. 532-2 26/05/15 _
AF20 A. niger 532-1 26/05/15 A. niger
AF21 A. niger 542-2 26/05/15 A. tubingensis
AF22 A. niger 542-3 26/05/15 A. niger
AF23 A. niger 532-2 26/05/15 A. japonicus         
A. violaceofuscus 
AF24 A. fumigatus 542-1 26/05/15 A. fumigatus
AF25 A. fumigatus 534-3 26/05/15 A. fumigatus
AF26 A. fumigatus 532-4 26/05/15 A. fumigatus
AF27 A. fumigatus 534-2 26/05/15 A. fumigatus
AF28 A. fumigatus 532-1 26/05/15 A. fumigatus
AF29 A. fumigatus 532-4 26/05/15 A. fumigatus
AF30 A. fumigatus 532-1 26/05/15 A. fumigatus
AF31 A. fumigatus 534-1 26/05/15 A. fumigatus
AF32 A. fumigatus 456-2 26/05/15 A. fumigatus
AF33 A. fumigatus 456-2 26/05/15 A. fumigatus
AF34 A. fumigatus 534-3 26/05/15 A. fumigatus
AF35 A. fumigatus 532-4 26/05/15 A. fumigatus
AF36 A. fumigatus 546-4 26/05/15 A. fumigatus
Isolados ambientais de Aspergillus
Apêndice 3: Aspergillus  spp. ambientais obtidos no presente estudo e identificação molecular 
da β-tubulina 2A/2B
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AF37 A.clavatus 542-3 26/05/15 A. clavatonanicus
A. clavatus
AF38 A. flavus 542-2 26/05/15 A. flavus
A. oryzae
AF39 Aspergillus spp. 450 26/05/15 A. sydowii
AF 42 Aspergillus spp. 450 26/05/15 A. sydowii
AF100 A. fumigatus 534-1 26/05/15 A. fumigatus
AF101 A. flavus 542-4 26/05/15 A. chungii 
A. parasiticus
A. arachidicola
A. sojae
AF102 A. fumigatus 450-1 11/06/15 A. fumigatus
AF103 A. fumigatus 450-4 11/06/15 A. fumigatus
AF104 A. fumigatus 450-4 11/06/15 A. fumigatus
AF105 A. fumigatus corredor 450 11/06/15 A. fumigatus
AF106 A. fumigatus corredor 450 11/06/15 A. fumigatus
AF107 A. fumigatus corredor 450 11/06/15 A. fumigatus
AF108 Aspergillus spp. swab úmido saída 11/06/15 A. sydowii
AF109 A. fumigatus corredor entrada 11/06/15 A. fumigatus
AF121 Aspergillus spp. swab úmido saída 11/06/15 A. sydowii
AF122 A. fumigatus 534-1 28/07/15 A. fumigatus
AF123 A. flavus 542-1 28/07/15 A. flavus
AF124 A. fumigatus 542-1 28/07/15 A. fumigatus
AF125 A. fumigatus 544-3 28/07/15 A. fumigatus
AF126 A. fumigatus 544-3 28/07/15 A. fumigatus
AF127 Aspergillus spp. 544-3 28/07/15 A. calidoustus
A. pseudodeflectus
A. ustus
AF128 Aspergillus spp. 456-2 28/07/15 A. unguis
AF129 A. fumigatus Corredor TMO 1 28/07/15 A. fumigatus
AF130 A. flavus Corredor Hemato 2 28/07/15 A. arachidicola
A. parasiticus
A. chungii 
A. sojae
AF131 A. niger Corredor Hemato 3 28/07/15 A. brasiliensis
AF132 A. niger Corredor Hemato 3 28/07/15 A. niger
AF133 A. flavus Corredor Hemato 3 28/07/15 A. flavus
A. oryzae
AF134 A. fumigatus Corredor Hemato 4 28/07/15 A. fumigatus
AF135 A. fumigatus 454-1 10/11/15 A. fumigatus
AF136 A. fumigatus 454-3 10/11/15 A. fumigatus
AF137 A. fumigatus 454-4 10/11/15 A. fumigatus
AF138 A. fumigatus 454-4 10/11/15 A. fumigatus
AF139 A. fumigatus 460-1 10/11/15 A. fumigatus
AF140 A. fumigatus 460-3 10/11/15 A. fumigatus
AF141 A. fumigatus Corredor TMO 1 10/11/15 A. fumigatus
AF142 A. fumigatus Corredor TMO 1 10/11/15 A. fumigatus
AF143 A. fumigatus Corredor TMO 1 10/11/15 A. fumigatus
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AF144 A. fumigatus Corredor TMO 1 10/11/15 A. fumigatus
AF145 A. fumigatus Corredor TMO 1 10/11/15 A. fumigatus
AF146 A. fumigatus Corredor TMO 1 10/11/15 A. fumigatus
AF147 A. fumigatus Corredor TMO 2 10/11/15 A. fumigatus
AF148 A. fumigatus Corredor TMO 2 10/11/15 A. fumigatus
AF149 A. niger Corredor TMO 2 10/11/15 A. tubingensis
AF150 A. fumigatus Corredor TMO 3 10/11/15 A. fumigatus
AF151 A. fumigatus Corredor TMO 3 10/11/15 A. fumigatus
AF152 A. fumigatus Corredor TMO 3 10/11/15 A. fumigatus
AF153 Aspergillus spp. Corredor TMO 3 10/11/15 A. spinulosporus     A. 
delacroxii              A. 
nidulans
AF154 A. niger Corredor TMO 4 10/11/15 A. tubingensis
AF155 A.terreus Corredor TMO 4 10/11/15 A. terreus
AF156 A. fumigatus Corredor TMO 4 10/11/15 A. fumigatus
AF157 A. niger 532-1 10/11/15 A. niger
AF158 A. niger 532-1 10/11/15 A. niger
AF159 A. fumigatus 532-1 10/11/15 A. fumigatus
AF160 A. fumigatus 532-1 10/11/15 A. fumigatus
AF161 A. fumigatus 532-1 10/11/15 A. fumigatus
AF162 A. flavus 532-1 10/11/15 A. flavus
A. parasiticus
A. sojae
A. arachidicola
AF163 A. fumigatus 532-2 10/11/15 A. fumigatus
AF164 A. fumigatus 532-2 10/11/15 A. fumigatus
AF165 A. fumigatus 532-2 10/11/15 A. fumigatus
AF166 A. fumigatus 532-2 10/11/15 A. fumigatus
AF167 A. fumigatus 532-2 10/11/15 A. fumigatus
AF168 A. fumigatus 532-3 10/11/15 A. fumigatus
AF169 A. fumigatus 532-3 10/11/15 A. fumigatus
AF170 A. fumigatus 532-3 10/11/15 A. fumigatus
AF171 A. fumigatus 532-3 10/11/15 A. fumigatus
AF172 A. fumigatus 532-3 10/11/15 A. fumigatus
AF173 A.terreus 532-4 10/11/15 A. terreus
AF174 A. fumigatus 534-1 10/11/15 A. fumigatus
AF175 A. fumigatus 534-1 10/11/15 A. fumigatus
AF176 A. niger 534-1 10/11/15 A. niger
AF177 A. niger 534-1 10/11/15 A. niger
AF178 A. fumigatus 534-2 10/11/15 A. fumigatus
AF179 A. niger 534-2 10/11/15 A. niger
AF180 A. niger 534-3 10/11/15 A. niger
AF181 A. niger 548-1 10/11/15 A. tubingensis
AF182 Aspergillus spp. 548-2 10/11/15 A. delacroxii         
A. nidulans
AF183 A. niger 548-2 10/11/15 A. niger
AF184 A. niger 548-4 10/11/15 A. tubingensis
AF185 A. niger 548-4 10/11/15 A. niger
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AF186 A.terreus 548-4 10/11/15 A. terreus
AF187 Aspergillus spp. 548-4 10/11/15 Emericella spp.       
A. nidulans          
A. delacroxii         
A.  spinulosporus
AF188 A.terreus 548-4 10/11/15 A. terreus
AF189 A. niger Corredor Hemato 2 10/11/15 A. niger
AF190 A. niger Corredor Hemato 2 10/11/15 A. brasiliensis
AF191 A. niger Corredor Hemato 2 10/11/15 A. niger
AF192 A. niger Corredor Hemato 3 10/11/15 A. niger
AF193 A. niger Corredor Hemato 4 10/11/15 A. niger
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37 A.flavus 4 0,5 1 ≤0,015 0,25
38 A.flavus 1 0,5 1 ≤0,015 0,25
40 A.flavus 4 0,5 1 0,06 0,5
41 A.terreus 2 1 2 ≤0,015 0,25
53 A.terreus 2 1 4 ≤0,015 0,25
72 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,25
74 A.terreus 2 1 4 ≤0,015 0,25
79 A.fumigatus 2 1 1 ≤0,015 0,25
80 A.fumigatus 2 2 4 ≤0,015 0,125
91 A.fumigatus 2 0,5 1 ≤0,015 0,25
95 A.fumigatus 2 1 4 0,06 0,25
97 A.fumigatus 1 2 2 ≤0,015 0,25
98 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
104 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
105 A.fumigatus 2 1 1 0,03 0,25
108 A.terreus >16 0,5 4 ≤0,015 0,25
109 A.terreus >16 0,5 2 ≤0,015 0,25
118 A.fumigatus 2 0,5 1 ≤0,015 0,25
122 A.fumigatus 2 0,5 1 ≤0,015 0,25
125 A.fumigatus 2 1 1 0,03 0,25
150 A.tubingensis 1 2 4 ≤0,015 0,25
180 A.fumigatus 1 0,5 0,5 0,03 0,25
187 A.fumigatus 4 1 1 0,03 0,25
191 A.fumigatus 1 0,5 0,5 0,03 0,25
197 A.fumigatus 2 0,5 0,5 ≤0,015 0,125
198 A.fumigatus 2 0,5 0,5 ≤0,015 0,125
200 A.fumigatus 2 0,5 0,5 ≤0,015 0,125
205 A.fumigatus 2 0,5 0,5 ≤0,015 0,25
222 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,25
264 A.fumigatus 2 1 1 0,03 0,25
268 A.fumigatus 1 1 2 ≤0,015 0,25
279 A.fumigatus 8 0,5 0,5 ≤0,016 0,25
286 A.fumigatus 1 1 1 0,06 0,25
289 A.fumigatus 1 1 1 0,03 0,25
290 A.fumigatus 2 0,5 1 0,03 0,125
291 A.parasiticus 2 0,25 1 0,03 0,5
318 A.fumigatus 0,5 1 1 ≤0,015 0,25
321 A.flavus 4 0,25 1 0,03 0,5
358 A.niger 1 2 2 ≤0,015 0,25
362 A.terreus 2 1 2 ≤0,015 0,25
363 A.fumigatus 2 0,5 0,5 0,03 0,5
LIF CIM/CEM* mg L
-1
Id Molecular
Apêndice 4: Resultados de CIM e CEM de 5 antifúngicos contra isolados 
clínicos de Aspergillus
CIM: concentração inibitória mínima; AMB: anfotericina B; ITZ: itraconazol;   
VRZ: voriconazol; isolados; CEM*: concentração efetiva mínima; MCF: 
micafungina; CPF: caspofungina; NC: não cresceu no teste
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AMB ITZ VRZ MCF* CPF*LIF
CIM/CEM* mg L-1Id Molecular
Apêndice 4: Resultados de CIM e CEM de 5 antifúngicos contra isolados 
clínicos de Aspergillus
364 A.terreus 2 1 2 ≤0,015 0,25
375 A.fumigatus 2 1 1 ≤0,015 0,25
379 A.fumigatus 2 1 1 0,03 0,25
382 A.flavus 2 0,25 0,5 0,03 0,5
383 E.nidulans 2 0,5 0,25 0,03 0,125
388 A.fumigatus 2 0,5 2 0,03 0,25
391 A.fumigatus 1 0,5 2 ≤0,015 0,25
401 A.fumigatus 2 0,5 0,5 0,03 0,5
402 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
403 A.fumigatus 1 1 4 0,03 0,25
411 A.fumigatus 1 1 4 ≤0,015 0,25
413 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,5
417 A.fumigatus 4 0,5 0,5 0,03 0,25
419 A.fumigatus 2 0,5 1 0,03 0,25
420 A.fumigatus 1 1 1 0,06 0,25
447 A.fumigatus 1 1 1 0,03 0,25
456 A.fumigatus 1 1 1 0,03 0,125
466 A.fumigatus 8 0,25 0,25 NC NC
473 A.fumigatus 0,5 0,5 1 0,03 0,25
475 A.fumigatus 1 1 2 0,06 0,25
476 A.fumigatus 1 1 2 0,06 0,25
477 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,5
499 A.fumigatus 1 1 2 0,06 0,25
523 A.fumigatus 1 0,5 1 0,03 0,25
535 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
538 A.fumigatus 1 1 2 ≤0,015 0,25
561 A.fumigatus 1 1 2 0,03 0,25
577 E.nidulans 4 1 1 ≤0,015 0,5
578
A.ochraceus, 
A.ostianus 4 1 0,5 ≤0,015 0,5
579 A.clavatus 1 2 2 0,03 0,5
582 A.fumigatus 2 0,5 0,5 ≤0,015 0,25
588 A.fumigatus 1 1 2 ≤0,015 0,25
603 A.fumigatus 0,5 0,5 1 0,03 0,25
649 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,25
651 A.fumigatus 0,5 0,5 1 ≤0,015 0,25
658 A.flavus 2 0,5 1 0,03 0,5
664 A.flavus 2 0,5 1 0,03 0,5
665 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
669 A.fumigatus 1 1 1 0,03 0,25
671 A.fumigatus 1 0,5 2 0,03 0,25
677 A.fumigatus 1 0,5 1 0,03 0,25
CIM: concentração inibitória mínima; AMB: anfotericina B; ITZ: itraconazol;   
VRZ: voriconazol; isolados; CEM*: concentração efetiva mínima; MCF: 
micafungina; CPF: caspofungina; NC: não cresceu no teste
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AMB ITZ VRZ MCF* CPF*LIF
CIM/CEM* mg L-1Id Molecular
Apêndice 4: Resultados de CIM e CEM de 5 antifúngicos contra isolados 
clínicos de Aspergillus
685 A.fumigatus 0,5 0,5 1 0,03 0,25
686 A.fumigatus 1 0,5 0,5 NC 0,25
691 A.flavus 1 1 0,5 0,03 0,25
697 A.fumigatus 0,5 0,5 4 0,03 0,25
715 A.flavus 1 0,5 0,5 0,03 0,5
723 A.flavus 2 1 1 0,06 0,5
736 A.fumigatus 1 1 2 0,03 0,25
745 A.fumigatus 0,5 0,5 1 ≤0,015 0,25
748 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,25
769 A.fumigatus 0,5 0,5 1 0,03 0,25
770 A.fumigatus 4 1 4 ≤0,015 0,06
771 A.sidowii 4 1 2 ≤0,015 0,06
772 A.sidowii 1 2 1 ≤0,015 0,25
780 A.tubingensis 0,5 0,5 1 ≤0,015 0,25
781 A.fumigatus 1 1 1 0,03 0,25
789 A.niger/ A.awamori 0,5 1 1 ≤0,015 0,25
807 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
808 A.niger 0,5 1 2 ≤0,015 0,25
824 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
825 A.flavus/ A.oryzae 2 0,5 1 0,06 0,5
835 A.flavus 2 0,5 1 0,03 0,5
837 A.fumigatus 1 1 1 0,03 0,25
838 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
855 A.fumigatus 0,5 1 2 ≤0,015 0,25
862 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
864 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,25
871 A.fumigatus 1 1 1 0,03 0,25
872 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
880 A.fumigatus 1 1 1 0,03 0,25
883 A.niger 0,5 1 1 ≤0,015 0,25
885 A.fumigatus 1 1 8 0,03 0,25
896 A.fumigatus 2 1 1 0,03 0,25
898 A.fumigatus 1 0,5 1 0,03 0,25
899 A.fumigatus 1 1 1 0,03 0,25
900 A.fumigatus 1 1 2 ≤0,015 0,25
902 A.fumigatus 1 1 2 0,06 0,25
913 A.fumigatus 1 0,5 0,5 0,03 0,25
914 A.fumigatus 1 0,5 0,5 0,06 0,25
932 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
935 A.fumigatus 1 1 0,5 ≤0,015 0,25
CIM: concentração inibitória mínima; AMB: anfotericina B; ITZ: itraconazol;   
VRZ: voriconazol; isolados; CEM*: concentração efetiva mínima; MCF: 
micafungina; CPF: caspofungina; NC: não cresceu no teste
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AMB ITZ VRZ MCF* CPF*LIF
CIM/CEM* mg L-1Id Molecular
Apêndice 4: Resultados de CIM e CEM de 5 antifúngicos contra isolados 
clínicos de Aspergillus
945 A.fumigatus 1 1 1 0,03 0,25
953 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,25
968 A.fumigatus 1 1 1 0,03 0,25
978 A.fumigatus 2 1 2 0,03 0,25
1018 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,06
1028 A.fumigatus 2 0,5 1 0,03 0,25
1029 A.fumigatus 1 1 2 0,03 0,25
1031 A.fumigatus 1 1 1 0,03 0,25
1043 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
1075 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,25
1076 A.fumigatus 1 0,5 1 0,03 0,25
1079 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,25
1083 A.fumigatus 1 0,5 0,5 0,03 0,25
1084 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,25
1086 A.flavus 4 0,25 0,5 0,03 0,5
1088 A.flavus 2 0,5 1 0,03 0,5
1089 A.fumigatus 1 0,5 1 0,03 0,25
1090 A.flavus 2 0,25 0,5 0,03 0,5
1091 A.clavatus 0,25 1 2 ≤0,015 1
1096 A.flavus 2 0,5 1 0,03 0,5
1097 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,125
1123 A.flavus 2 0,125 0,5 0,03 0,5
1134 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,06
1140 A.flavus 2 0,125 0,5 0,03 0,5
1165 A.niger 0,5 1 2 ≤0,015 0,25
1168 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,5
1169 A.fumigatus 0,5 1 4 0,03 0,25
1175 A.fumigatus 0,5 1 2 0,03 0,25
1178
A.niger,      
A.awamori,   
A.welwotshiae
1 4 2 ≤0,015 0,25
1186 A.fumigatus 2 1 1 0,03 0,25
1188 A.flavus/  A.oryzae 1 0,5 1 0,03 0,5
1248 A.fumigatus 2 1 2 ≤0,015 0,25
1249 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
1270 A.fumigatus 0,25 0,5 2 0,03 0,25
1277 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,06
1283 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,25
1288 N.hiratsukae 1 1 1 ≤0,015 0,25
1293 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,25
1305 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
1315 A.terreus 2 1 0,5 ≤0,015 0,25
CIM: concentração inibitória mínima; AMB: anfotericina B; ITZ: itraconazol; 
VRZ: voriconazol; isolados; CEM*: concentração efetiva mínima; MCF: 
micafungina; CPF: caspofungina; NC: não cresceu no teste
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AMB ITZ VRZ MCF* CPF*LIF
CIM/CEM* mg L-1Id Molecular
Apêndice 4: Resultados de CIM e CEM de 5 antifúngicos contra isolados 
clínicos de Aspergillus
1325 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,5
1332 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
1351 A.fumigatus 0,5 0,5 2 ≤0,015 0,25
1353 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
1354 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,25
1355 A.fumigatus 2 1 0,5 ≤0,015 0,25
1361 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,25
1385 A.fumigatus 1 1 2 ≤0,015 0,125
1386 A.fumigatus 0,5 1 1 ≤0,015 0,125
1388 A.flavus 2 0,5 0,5 0,03 0,125
1420 A.fumigatus 2 1 2 ≤0,015 0,25
1428 A.fumigatus - - - - -
1430 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,125
1443 A.parasiticus A.arachidicola 8 0,5 2 ≤0,015 0,125
1463 A.fumigatus 0,5 0,5 1 ≤0,015 0,125
1464 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,5
1465 A.fumigatus 2 1 1 ≤0,015 0,25
1466 A.flavus 2 0,5 0,5 0,03 0,125
1468 A.fumigatus 1 0,5 0,5 0,03 0,5
1469 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,125
1474 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,125
1478 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,06
1482 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,125
1515 A.fumigatus 2 1 0,5 0,03 0,125
1519 A.fumigatus 2 1 2 0,03 0,25
1527 A.flavus 4 0,5 0,5 0,03 0,125
1530 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,25
1534 A.fumigatus 1 0,5 0,5 0,03 0,125
1543 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,06
1546 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
1553 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,5
1569 A.fumigatus 2 1 1 ≤0,015 0,5
1572 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,5
1576 A.fumigatus 1 1 1 0,06 0,25
1597 A.fumigatus 1 1 2 ≤0,015 0,25
1618 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,125
1621 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,5
1643 A.flavus 4 0,5 0,5 0,03 0,125
1670 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,125
1673 A.terreus 4 1 4 ≤0,015 0,25
1675 A.fumigatus 1 1 1 ≤0,015 0,25
CIM: concentração inibitória mínima; AMB: anfotericina B; ITZ: 
itraconazol;VRZ: voriconazol; isolados; CEM*: concentração efetiva 
mínima; MCF: micafungina; CPF: caspofungina; NC: não cresceu no teste
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AMB ITZ VRZ MCF* CPF*LIF
CIM/CEM* mg L-1Id Molecular
Apêndice 4: Resultados de CIM e CEM de 5 antifúngicos contra isolados 
clínicos de Aspergillus
1714 A.flavus/ A.oryzae 1 0,5 2 ≤0,015 0,25
1737 A.flavus 2 0,25 0,5 0,03 0,25
1756 A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,25
1780 A.parasiticus >16 0,5 1 0,03 0,25
1889 A.fumigatus 1 4 8 0,03 0,25
1952 A.fumigatus 2 1 1 0,03 0,25
1953 A.fumigatus 2 0,5 1 ≤0,015 0,25
1954 A.fumigatus 1 0,5 0,5 ≤0,015 0,25
1955 A.fumigatus 2 0,5 1 0,03 0,25
1957 A.fumigatus 1 1 2 ≤0,015 0,125
1962 A.fumigatus 1 1 2 0,03 0,25
2109 A.fumigatus 2 0,5 1 0,03 0,25
2110 A.fumigatus 2 0,5 0,5 ≤0,015 0,25
2121 A.terreus 2 1 1 ≤0,015 0,25
126a A.fumigatus 2 0,5 1 ≤0,015 0,25
126b A.niger 0,5 2 2 ≤0,015 0,25
1381a A.fumigatus 0,5 0,5 2 0,03 0,25
1381b A.flavus 2 0,25 0,5 0,03 0,5
170a A.niger 0,5 1 1 ≤0,015 0,25
1956a A.fumigatus 2 1 2 ≤0,015 0,25
252a A.fumigatus 1 0,5 1 ≤0,015 0,25
252b A.fumigatus 2 1 2 ≤0,015 0,25
269a A.fumigatus 2 0,5 0,5 0,03 0,25
269b A.terreus 2 1 2 ≤0,015 0,25
355a A.flavus 2 0,5 1 0,03 0,5
355b A.fumigatus 2 1 2 ≤0,015 0,5
CIM: concentração inibitória mínima; AMB: anfotericina B; ITZ: itraconazol; 
VRZ: voriconazol; isolados; CEM*: concentração efetiva mínima; MCF: 
micafungina; CPF: caspofungina; NC: não cresceu no teste
138
Apêndice 5: Aspergillus fumigatus  ambientais: triagem de resistência frente aos antifúngicos ITZ, VRZ e PSZ;  sequenciamento do gene cyp 51A e resultados de microssatélites
LIF ITZ 1mgL-1 VRZ 2mgL-1 PSZ 0,5 mgL-1 F46Y M172V N248T D255E E427K N248K 2A 2B 3A 3B 4A 4B BDA BDB BDC BDD
AF9 C SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 126 208 168 209 181 123 104 166 98
AF24 C SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 154 214 167 218 177 102 102 171 90
AF25 C SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 176 126 214 164 176 176 121 104 167 94
AF26 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 186 144 213 179 221 181 123 102 168 88
AF27 SC SC SC _ _ _ _ _ + _ _ 177 126 217 203 217 181 120 127 167 113
AF28 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 177 147 236 161 208 185 122 122 168 107
AF29 SC SC SC _ _ _ _ _ + _ _ 181 168 208 167 204 197 121 127 175 100
AF30 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 186 147 174 162 212 189 116 164 168 90
AF31 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 186 147 174 162 212 189 118 164 168 90
AF32 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 126 186 167 188 185 122 102 167 107
AF33 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 126 186 168 188 185 122 102 168 108
AF34 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 173 126 214 164 176 177 122 104 168 94
AF35 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 186 143 214 178 221 181 124 102 168 88
AF36 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 182 147 227 170 221 181 102 102 173 98
AF100 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 186 147 174 161 212 189 118 164 167 90
AF102 SC SC SC _ _ _ _ _ + _ _ 182 169 208 167 204 197 122 127 175 100
AF103 SC SC SC _ _ _ _ _ + _ _ 178 126 217 203 216 181 119 127 167 113
AF104 SC SC SC _ _ _ _ _ + _ _ 178 126 216 181 180 203 120 127 168 113
AF105 SC SC SC _ _ _ _ _ + _ _ 182 169 208 167 204 197 122 127 175 100
AF106 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 186 143 214 180 221 180 124 102 167 88
AF107 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 176 126 214 165 176 176 121 104 167 94
AF109 SC SC SC _ _ _ _ _ + _ _ 178 126 217 203 216 180 119 127 167 113
AF122 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 126 195 161 184 180 115 104 164 90
AF124 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 129 200 165 187 176 122 104 167 94
AF125 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 194 127 199 188 199 188 123 101 167 109
AF126 SC SC SC + + + + + _ _ _ 170 145 180 174 200 188 112 123 166 80
AF129 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 126 201 164 188 177 122 104 167 94
AF134 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 134 221 165 180 177 121 144 168 94
AF135 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 126 208 200 217 181 121 102 167 107
AF136 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 180 134 198 215 196 201 124 108 169 70
AF137 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 126 236 182 188 177 123 141 169 94
AF138 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 182 122 177 161 188 177 117 205 173 94
AF139 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 126 208 218 209 181 123 104 166 96
AF140 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 134 189 177 176 176 122 141 167 98
AF141 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 172 147 149 167 205 164 112 131 166 80
AF142 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 199 143 211 170 204 177 122 104 167 90
AF143 SC SC SC _ _ _ _ _ + _ _ 178 150 186 164 238 184 102 102 173 98
AF144 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 126 178 224 167 188 177 121 104 169 96
Valores de Microssatélites obtidos no programa Peak ScannerTM  
 ITZ: itraconazol; VRZ: voriconazol, PSZ: posaconazol; C: crescimento; SC: sem crescimento
Teste de triagem  Troca de aminoácidos derivada das mutações de ponto TR34 TR46
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Apêndice 5: Aspergillus fumigatus  ambientais: triagem de resistência frente aos antifúngicos ITZ, VRZ e PSZ;  sequenciamento do gene cyp 51A e resultados de microssatélites
LIF ITZ 1mgL-1 VRZ 2mgL-1 PSZ 0,5 mgL-1 F46Y M172V N248T D255E E427K N248K 2A 2B 3A 3B 4A 4B BDA BDB BDC BDD
Valores de Microssatélites obtidos no programa Peak ScannerTM  Teste de triagem  Troca de aminoácidos derivada das mutações de ponto TR34 TR46
AF145 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 126 208 215 188 177 123 104 164 98
AF146 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 182 126 192 173 192 181 122 99 167 86
AF147 SC SC SC _ _ _ _ _ + _ _ 182 122 192 164 238 185 121 103 167 96
AF148 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 180 158 205 164 208 189 122 156 167 98
AF150 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 184 143 237 164 197 181 126 104 173 90
AF151 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 154 189 164 218 184 122 102 171 94
AF152 SC SC SC _ _ _ _ _ + _ _ 178 156 192 164 246 184 122 102 173 109
AF156 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 163 147 281 158 180 192 104 112 185 98
AF159 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 180 158 195 164 208 188 122 168 165 98
AF160 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 168 156 255 158 180 192 104 110 185 86
AF161 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 188 141 255 170 188 180 138 108 164 80
AF163 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 186 124 174 161 188 201 117 99 168 102
AF164 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 143 174 170 217 176 116 133 173 78
AF165 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 126 240 184 188 177 123 142 169 94
AF166 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 169 147 149 239 205 164 124 127 166 80
AF167 SC SC SC _ _ _ _ _ + _ _ 178 141 224 164 188 180 116 101 167 78
AF168 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 180 126 149 164 180 176 115 101 164 107
AF169 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 182 147 227 173 188 184 102 101 173 100
AF170 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 172 147 132 227 184 164 112 129 166 80
AF171 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 170 147 149 230 188 164 124 127 166 80
AF172 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 194 143 217 178 200 180 122 142 168 100
AF174 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 126 174 214 180 180 115 104 164 106
AF175 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 172 149 211 270 205 164 98 100 165 80
AF178 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 184 126 167 175 200 180 142 102 168 84
LIF 2471 SC SC SC + + + + + _ _ _ 184 140 132 179 196 189 118 123 169 86
LIF 2536 SC SC SC _ _ _ _ _ _ _ _ 178 138 183 168 180 177 123 129 163 94
 ITZ: itraconazol; VRZ: voriconazol, PSZ: posaconazol; C: crescimento; SC: sem crescimento
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LIF STRAf‐2A STRAf‐2B STRAf‐3A STRAf‐3B STRAf‐4A STRAf‐4B BDA BDB BDC BDD ID e‐Burst
79 194 139 186 183 200 84 112 104 165 79 1P1
80 193 138 186 183 200 189 113 104 165 78 2P1
118 186 141 278 194 188 176 124 205 169 95 1P10
375 191 127 149 165 212 177 123 104 167 88 2P10
391 178 142 152 194 188 177 124 108 170 94 3P10
413 192 127 230 182 212 176 124 199 167 88 4P10
466 178 127 149 165 188 188 102 104 167 107 5P10
770 178 126 240 165 188 188 123 108 167 97 1P6
363 192 140 132 171 196 188 112 123 164 98 1P11
379 192 140 132 171 196 189 112 124 164 98 2P11
769 178 126 240 165 188 176 123 108 168 97 3P11
900 178 153 186 165 180 180 116 102 164 90 4P11
197 170 144 142 206 218 164 124 116 165 79 1P12
198 170 144 142 206 218 164 124 116 165 79 2P12
200 170 144 142 205 218 164 124 115 165 79 3P12
1169 186 126 185 223 209 181 115 103 166 99 1P8
1175 186 126 186 222 209 181 115 103 166 98 2P8
896 165 126 183 199 205 176 115 103 164 99 1P13
899 164 127 183 199 205 176 115 102 164 99 2P13
913 164 126 183 199 205 176 115 102 164 98 3P13
914 164 126 183 199 205 176 115 102 169 170 4P13
104 178 126 149 224 218 177 121 102 165 97 1P14
105 178 126 149 223 217 176 122 101 167 97 2P14
264 178 127 149 224 200 177 121 103 167 97 3P14
286 178 126 149 224 218 177 121 101 167 97 4P14
269a 178 126 149 223 218 176 122 122 167 98 5P14
781 178 126 211 162 200 180 119 100 167 92 1P15
1515 178 127 211 162 201 181 121 104 167 92 2P15
1381a 162 125 221 162 188 180 104 102 168 124 1P16
1576 162 135 161 171 176 164 153 110 171 70 2P16
1385 178 127 189 173 188 176 122 102 164 103 1P17
1386 192 145 284 180 196 188 112 102 172 81 2P17
1463 161 128 267 165 235 164 143 118 166 134 3P17
1464 161 128 270 165 235 164 144 118 166 134 4P17
1465 161 128 270 165 235 164 144 118 166 134 5P17
1428 192 147 168 171 196 188 113 121 166 101 1P18
1572 192 148 168 171 196 189 112 122 165 101 2P18
1597 192 148 168 171 196 188 112 122 165 101 3P18
447 123 126 162 165 180 176 104 110 179 70 1P19
473 123 126 162 164 180 176 104 110 179 70 2P19
475 126 123 162 165 180 176 104 110 179 70 3P19
476 184 122 162 165 180 176 104 110 179 70 4P19
477 184 122 162 165 180 177 104 110 179 70 5P19
824 180 154 189 158 180 180 102 111 173 99 1P7
885 178 126 201 194 180 180 104 104 0 0 2P7
122 172 144 164 156 218 218 98 100 165 82 1P20
125 172 144 165 156 218 218 98 100 165 82 2P20
535 186 135 224 171 204 176 121 121 167 120 1P21
538 170 144 142 209 218 164 124 116 167 80 2P21
1353 186 143 255 171 208 176 117 135 167 121 3P21
1354 186 144 255 171 208 176 117 135 167 122 4P21
1355 186 144 255 171 208 176 117 135 167 122 5P21
665 180 143 189 171 188 188 118 170 167 98 1P22
685 180 143 189 171 188 188 118 170 167 98 2P22
945 180 144 189 171 188 188 118 170 166 98 3P22
953 180 143 189 171 188 188 117 169 167 99 4P22
932 178 134 211 194 188 180 123 105 171 94 1P23
935 178 134 208 193 188 180 123 105 171 94 2P23
1519 178 135 208 194 188 180 124 104 171 95 3P23
1954 178 144 171 170 216 177 115 131 173 78 1P24
1955 178 144 171 170 217 177 115 131 173 78 2P24
2109 178 135 170 171 188 197 116 103 163 95 1P25
Valores de Microssatélites obtidos no programa Peak ScannerTM  
Apêndice 6: Resultados de microssatélites obtidos com a utilização do software Peak Scanner para isolados clínicos de A. fumigatus
141
LIF STRAf‐2A STRAf‐2B STRAf‐3A STRAf‐3B STRAf‐4A STRAf‐4B BDA BDB BDC BDD ID e‐Burst
Valores de Microssatélites obtidos no programa Peak ScannerTM  
Apêndice 6: Resultados de microssatélites obtidos com a utilização do software Peak Scanner para isolados clínicos de A. fumigatus
2110 178 135 171 170 188 197 116 103 163 95 2P25
180 192 135 208 162 200 185 124 103 165 78 1P26
205 192 135 208 162 199 185 124 103 166 78 2P26
1952 178 127 186 182 188 189 123 176 167 88 1P27
1953 178 127 186 182 188 189 123 176 167 88 2P27
1956a 178 127 186 182 188 189 123 176 167 88 3P27
1546 164 136 189 161 184 180 115 101 164 92 1P9
1553 165 136 189 161 184 180 115 101 163 92 2P9
1569 163 141 236 218 204 176 121 103 167 94 3P9
1889 164 136 189 161 184 180 115 101 163 92 4P9
669 193 147 177 165 204 180 117 139 163 98 1P28
837 193 147 177 164 204 181 117 139 163 99 2P28
838 192 147 177 164 204 181 117 139 163 99 3P28
855 194 147 177 164 204 180 117 139 163 99 4P28
864 193 148 177 164 204 181 117 139 163 98 5P28
968 192 148 177 164 204 180 117 139 163 97 6P28
1534 172 129 149 168 205 165 124 116 165 80 1P29
1543 186 138 224 170 212 176 121 122 167 126 2P29
1351 178 151 162 172 188 173 154 110 164 70 1P30
1670 178 151 224 162 188 180 104 102 167 124 2P30
417 192 144 177 171 188 177 117 175 164 128 1P31
419 192 144 177 171 188 177 118 175 164 128 2P31
91 199 134 171 171 204 196 121 104 169 93 1P2
95 199 134 205 179 188 176 117 101 164 98 2P2
97 192 139 132 170 196 196 112 123 165 98 3P2
98 192 138 132 171 196 188 112 123 166 98 4P2
1083 176 176 198 179 188 176 117 150 167 88 1P32
1084 176 176 195 179 188 176 118 150 168 88 2P32
561 176 135 220 171 188 176 102 104 169 94 1P33
582 180 144 330 172 200 188 118 135 168 98 2P33
588 180 144 330 171 200 188 117 117 168 98 3P33
401 176 127 149 188 188 176 123 104 167 94 1P4
402 192 140 132 171 196 189 112 123 164 98 2P4
403 192 140 132 170 196 188 112 123 163 98 3P4
736 186 126 168 224 209 180 115 104 166 98 1P34
872 186 134 278 162 204 184 117 103 166 122 2P34
1957 193 140 132 170 196 189 112 124 163 99 3P34
603 180 134 224 183 192 193 123 141 163 89 1P5
649 180 134 224 165 197 196 123 141 163 89 2P5
651 180 135 224 165 192 177 123 141 163 90 3P5
697 180 134 224 165 192 177 123 142 163 91 4P5
388 192 145 279 180 196 189 111 102 171 81 1P3
411 192 145 279 180 196 188 111 102 171 79 2P3
1618 165 137 189 162 184 181 115 103 164 100 1P35
1675 164 138 189 161 184 181 115 102 163 93 2P35
279 182 134 195 206 196 182 129 108 169 70 1P36
420 182 135 195 206 196 193 126 108 169 70 2P36
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9. Anexos 
 
Anexo 1: Termo de consentimento livre e esclarecido entregue aos pacientes que 
tiveram coletas de swab nasal 
 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 
Título da Pesquisa: Avaliação de isolados clínicos e ambientais de espécies de Aspergillus: 
caracterização morfológica e molecular de espécies, perfil de suscetibilidade e busca por 
mutações de resistência aos antifúngicos azólicos. 
Pesquisadores: Franqueline Reichert Lima, Dra Angélica Zaninelli Schreiber 
O senhor. (a) está sendo convidado a participar como voluntário (a) desta pesquisa que tem por 
finalidade estudar fungos causadores de infecção em pacientes que apresentem doenças onco-
hematológicas (doenças que causam alterações das células sanguíneas). Para tanto, será 
necessário coletar amostras de mucosa nasal e consultar dados clínicos do seu prontuário médico. 
O objetivo da pesquisa e analisar a presença de fungos na mucosa nasal, identificando as espécies, 
bem como estudar esses fungos quanto ao perfil de suscetibilidade frente a antifúngicos e a 
presença de possíveis micro-organismos resistentes aos antifúngicos. 
O estudo poderá implicar em alguns riscos diretos ao Sr. (a), pois serão realizadas coletas de 
mucosa nasal, com a utilização de cotonetes estéreis. Algumas pessoas podem sentir algum 
desconforto, ou menos frequentemente, pequenos sangramentos. Os procedimentos aos quais o 
Sr. (a) será submetido constituem instrumentos normatizados para o diagnóstico de infecções 
fúngicas. As informações obtidas através dessa pesquisa serão confidenciais e asseguramos o 
sigilo sobre sua participação, além de comunica-lo acerca de qualquer dado relevante que 
represente risco ou benefício a sua saúde. Informamos que não haverá envio de material nasal 
coletado do Sr. (a) para o exterior. 
Sendo a sua participação voluntária, o Sr. (a) não terá nenhum prejuízo, caso não queira participar 
e também poderá se retirar desta pesquisa a qualquer momento, bastando para isso entrar em 
contato com um dos pesquisadores responsáveis. Da mesma forma, sendo sua participação 
voluntária, o Sr. (a) não terá nenhum tipo de ressarcimento pela sua participação. Sempre que 
quiser tirar suas dúvidas em relação aos aspectos éticos, fazer denúncias ou reclamações sobre o 
Projeto de Pesquisa de sua participação, entrar em contato, através do telefone da pesquisadora 
do projeto e, se necessário, através do e-mail, telefone ou endereço do Comitê de Ética em 
Pesquisa da FCM/UNICAMP. 
Este documento é emitido em duas vias idênticas, fincando uma via com o Sr. (a) e uma via com 
a pesquisadora. Após estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para 
participar desta pesquisa. Portanto, por favor, preencha os seguintes itens: 
Consentimento Livre e Esclarecido 
Após receber uma explicação completa dos objetivos do estudo e dos procedimentos envolvidos, 
concordo voluntariamente em fazer parte deste estudo. 
________________________________           _________________________________ 
Nome do Participante da Pesquisa                      Assinatura do Participante da Pesquisa 
_______________________________               _________________________________ 
Assinatura da Pesquisadora                                Assinatura do Orientador 
TELEFONES: 
Franqueline Reichert Lima: (19) 98106-5678 
Profa Dra Angélica Zaninelli Schreiber/ Profa Dra Maria Luiza Moretti: (19) 3521-7451 ou (19) 3521-7054  
Rua: Tessália Vieira de Camargo, 126. CEP: 13083-887 Campinas-SP. 
Comitê de Ética FCM/UNICAMP: Fone: (19) 3521-8936 ou 3521-7187 e-mail: cep@fcm.unicamp.br 
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Anexo 2: Ficha de coleta de dados de pacientes 
No LIF: _________________________ 
Nome:___________________________________________________________Gênero: ____
Nascimento: ___/___/___ Idade: ___ Etnia: _____ 
Prontuário:_________________  Escolaridade:__________ 
Procedência: ____________________ Doença de base: __________________ 
Comorbidades: ____________________________________________________ 
Data de Internação:___________  Unidade: ____________________ 
Fatores de risco para infecção: 
Diabetes melito: S/N Doença cárdio-vascular: S/N Doença Pulmonar crônica: S/N
Doenças renal crônica: S/N Doença hematológica: S/N Transplante: : S/N 
Outra:___________________________________________________________ 
Dados da infecção: 
A) Local:
B) Microrganismo (s):
C) Critério diagnóstico (cultura, histopatologia, radiologia, etc.)
D) Tratamento:
Anti-fúngicos: 
Fármaco Dose Início Fim Motivo 
__/__/__ __/__/__ 
__/__/__ __/__/__ 
__/__/__ __/__/__ 
__/__/__ __/__/__ 
Antibióticos concomitantes: Não / Sim-qual______________________________________________ 
Corticoesteróide concomitante: Não / Sim  
Dose:______________   __/__/__  a __/__/__       ___________   __/__/__  a __/__/__ 
Desfecho: Término do tratamento: __/__/__  Saída: __/__/__ 
Desfecho: Alta / Óbito atribuído à infecção / Óbito não atribuído à Patologia 
Cura clínica: N – S                            Cura microbiológica: N- S 
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Título da Pesquisa:
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Versão:
CAAE:
Avaliação de isolados clínicos e ambientais de espécies de Aspergillus: caracterização
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DADOS DO PARECER
Mantidos em relação ao projeto original:
Membros do gênero Aspergillus são patógenos fúngicos oportunistas responsáveis por altas taxas de
mortalidade, principalmente em pacientes imunocomprometidos, que se infectam após inalação dos conídios
presentes no ar. O derivado azólico voriconazol (VRC) é a primeira linha na terapia e o surgimento de
isolados de A.fumigatus resistentes aos azólicos está sendo investigado em diversos países. Isolados
resistentes apresentam mutações no gene cyp51A, que codifica a 14-demetilase, enzima alvo para estes
compostos. As mutações podem surgir durante o tratamento com estes antifúngicos, mas também podem
ocorrer sem a exposição prévia, devido à exposição
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Justificativa:
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ambiental do fungo aos inibidores da enzima, como fungicidas e herbicidas utilizados na agricultura. No
Hospital de Clínicas da UNICAMP (HC-UNICAMP) muitos pacientes de alto risco estão suscetíveis a
agentes infecciosos oportunistas como os do gênero Aspergillus. Sendo assim, o acompanhamento do
possível surgimento de isolados resistentes se faz necessário. Neste contexto, o presente trabalho busca
estudar a ocorrência das espécies e o perfil de suscetibilidade a antifúngicos de isolados do gênero
Aspergillus obtidos a partir de coletas de ar realizadas na Unidade de Transplante de Medula Óssea (TMO)
e no Setor de Hematologia do HC, isolados obtidos a partir de coletas de mucosa nasal realizadas em
pacientes internados nas mesmas unidades, bem como de isolados obtidos a partir de amostras clínicas de
pacientes com aspergilose tratados nesse hospital, além de analisar a presença de mutações no gene
cyp51A dos isolados resistentes aos antifúngicos. Para a identificação de espécies será realizada a técnica
de Sequenciamento de DNA das regiões ITS. O perfil de suscetibilidade aos antifúngicos será avaliado de
acordo com o documento M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) para
determinação da concentração inibitória mínima (CIM). Os antifúngicos avaliados serão fluconazol (FCL),
itraconazol (ITC) e voriconazol (VRC). Os isolados de A. fumigatus com elevados valores de CIM serão
analisados quanto a presença de mutações no gene cyp51A através da técnica de sequenciamento
Mantidos em relação ao projeto original:
Objetivo Primário: - Estudar a ocorrência das espécies e o perfil de suscetibilidade frente aos antifúngicos de
isolados do gênero Aspergillus obtidos a partir de coletas ambientais realizadas na Unidade de Transplante
de Medula Óssea (TMO) e no setor de Hematologia do HC-UNICAMP e de isolados obtidos a partir de
amostras clínicas de pacientes com aspergilose tratados neste hospital.
Objetivo Secundário: - Identificar as espécies, através de características morfológicas e por técnicas
moleculares como sequenciamento de DNA, de isolados de Aspergillus obtidos a partir de amostras clínicas
de pacientes com aspergilose tratados no HC-UNICAMP, no período de 2009 a 2013. - Realizar coletas de
ar de ambientes dentro do HC-UNICAMP para identificação de espécies de Aspergillus. Identificar as
espécies através de características morfológicas e por técnicas moleculares como sequenciamento de DNA;
-Identificar as espécies, através de características morfológicas e por técnicas moleculares como
sequenciamento de DNA, de isolados de Aspergillus obtidos de coletas de mucosa nasal realizadas em
pacientes internados na unidade de TMO e no
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Setor de Hematologia para avaliação da possível colonização por espécies de Aspergillus; -Avaliar o perfil
de suscetibildiade in vitro de isolados clínicos previamente obtidos, isolados ambientais de Aspergillus
fumigatus e isolados de Aspergillus spp. obtidos de coletas de mucosa nasal frente aos antifúngicos
fluconazol (FCL), itraconazol (ITC), voriconazol (VRC).
Mantidos em relação ao projeto original:
Riscos: As coletas de mucosa nasal, realizadas com swab, podem causar certo desconforto em alguns
pacientes. Além disso, poderão ocorrer pequenos sangramentos em alguns casos. Por essas razões, as
coletas serão realizadas por profissionais da enfermagem de cada uma das unidades.
Benefícios: Não estão previstos benefícios diretos aos participantes. Como benefício geral gerado pelo
estudo, a instituição poderá se beneficiar ao desenvolver uma forma de identificar e determinar a
suscetibilidade aos antifúngicos deste grupo de patógenos fúngicos de importância médica. Ao adquirir
maior conhecimento sobre esses agentes patogênicos, novas técnicas diagnósticas e terapêuticas poderão
ser aplicadas no atendimento ao paciente com aspergilose ou na prevenção de infecções em pacientes
suscetíveis a agentes oportunistas como os das espécies de Aspergillus.
Avaliação dos Riscos e Benefícios:
---
Comentários e Considerações sobre a Notificação:
A pesquisadora anexou carta resposta as recomendações do CEP para que as correções (desenho do
estudo, hipótese, desfecho e tamanho amostral) sejam descritas na forma de uma notificação a ser anexada
na Plataforma, conforme descrito abaixo:
1-O desenho do estudo é apresentado como "retrospectivo e prospectivo", no entanto é "retrospectivo e
transversal". Desenho de estudo: O desenho do estudo foi apresentado com "retrospectivo e prospectivo",
no entanto é "retrospectivo e transversal".
2-No campo "hipótese" há uma introdução ao tema da pesquisa, justificando-a, mas não foi descrita a
hipótese do estudo. O Hospital de Clínicas da UNICAMP (HC-NICAMP) é uma instituição
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:
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terciária de referência, que atende a milhares de pacientes da região e também pacientes oriundos de
outros estados próximos. No HC-UNICAMP muitos pacientes de alto risco são tratados e estão suscetíveis a
agentes infecciosos oportunistas como os do gênero Aspergillus. Acreditamos que apesar das medidas
preventivas vigentes ainda seja possível detectar várias espécies de Aspergillus em suspensão no ar dos
quartos das Unidades estudadas. Alguns pacientes por sua vez, ja vem colonizados do ambiente externo. A
ideia e correlacionar contaminantes ambientais e possíveis colonizantes com os isolados de infecções
sistêmicas. Aspergillus resistentes aos antifúngicos azólicos não foram identificados em nossa instituição até
o presente momento (com exceção do antifúngico fluconazol, para o qual isolados de Aspergillus
apresentam resistência intrínseca). No entanto, sem a vigilância continua para o possível surgimento de
isolados resistentes, não é possível garantir que micro-organsimos resistentes não possam colonizar e
causar doenças nos pacientes atendidos no HC-UNICAMP. Com a realização dos testes de suscetibilidade,
teremos a possibilidade de detecção de resistência fenotípica aos antifúngicos azólicos testados, com
posterior comprovação da resistência com testes de biologia molecular que permitirão a análise das
possíveis mutações no gene alvo envolvido na via de ação dos derivados azólicos. Com estudos dessa
natureza, nossa instituição poderá se beneficiar ao desenvolver uma forma de identificar e determinar a
suscetibilidade aos antifúngicos deste grupo de patógenos fúngicos de importância médica. Ao adquirir
maior conhecimento sobre esses agentes patogênicos, novas técnicas diagnósticas e terapêuticas para
aplicação local poderão ser aplicadas no atendimento ao paciente com aspergilose ou na prevenção de
infecções em pacientes suscetíveis a agentes oportunistas como os das espécies de Aspergillus.
3-No item "desfecho", foi descrita a expectativa do pesquisador em relação ao estudo e não os desfechos a
serem avaliados ("desfechos" se referem aos parâmetros que serão analisados ao final do estudo - o que
será "medido" para se chegar aos objetivos do estudo (por exemplo: frequência e número de espécies
identificadas; correlação entre isolados ambientais e clínicos; frequência de isolados resistentes, frequência
de genes de reistencia etc). -Desfecho: Serão analisados: a ocorrência e o número das diferentes espécies
de fungos do gênero Aspergillus que acredita-se estarem presentes no ar dos quartos da Unidade de
Transplante de Medula Óssea e no Setor de Hematologia; a colonização, por, em mucosa nasal de
pacientes internados nos quartos das unidades supracitadas por espécies do gênero Aspergillus; a
correlação entre as espécies de Aspergillus encontradas como colonizante nos pacientes e no ar dos
quartos onde os mesmos estão internados, bem como dos possíveis isolados clínicos; a presença e
frequência de isolados clínicos e ambientais de Aspergillus fumigatus que apresentarem resistência
fenotípica aos
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antifúngicos azólicos; a presença de mutações no gene cyp51A dos isolados de Aspergillus fumigatus,
quando houver resistência fenotípica aos antifúngicos azólicos. 4-Está anotado: "zero". O pesquisador deve
fazer uma estimativa do número de indivíduos a serem incluídos como voluntários para a coleta de material
clínico Tamanho da amostra e número de indivíduos incluídos: Na Unidade de Transplante de Medula
Óssea (TMO) existem 9 leitos enquanto que no setor de Hematologia existem 18 leitos. Para cada unidade,
o número de leitos corresponde ao número máximo de pacientes que podem ser internados. O número de
pacientes é variável e, além disso, muitos permanecem por longos períodos e também trocam de
localização entre as unidades estudadas.
Recomendações:
Notificação aprovada.
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:
Aprovado
Situação do Parecer:
Não
Necessita Apreciação da CONEP:
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na íntegra,
por ele assinado.
- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalização alguma e sem prejuízo ao seu cuidado.
- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuação do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada após análise das
razões da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto à descontinuação, exceto quando perceber risco ou dano não previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnóstica ou terapêutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de ação imediata com intuito de proteger os
participantes.
- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
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normal do estudo. É papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso
grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificação ao CEP e à Agência Nacional
de Vigilância Sanitária – ANVISA – junto com seu posicionamento.
- Eventuais modificações ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo I ou II apresentados anteriormente à ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve enviá-las também
à mesma, junto com o parecer aprovatório do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.
- Relatórios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses após a data deste
parecer de aprovação e ao término do estudo.
-Lembramos que segundo a Resolução 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.
CAMPINAS, 16 de Junho de 2015
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador)
Assinado por:
13.083-887
(19)3521-8936 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
Endereço:
Bairro: CEP:
Telefone:
Rua Tessália Vieira de Camargo, 126
Barão Geraldo
UF: Município:SP CAMPINAS
Fax: (19)3521-7187
Página 06 de  06
149
